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(57) Abstract 



The invention concerns an improved method for transferring in vivo into multicelled eukaryotic organism cells nucleic acids or nucleic 
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UMQVEMENT A TFTRE DEFORMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
intemationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanie 


ES 


Espagnc 


LS 


Lesotho 


SI 


SIove*nie 


AM 


Annenie 


n 


Hnlandc 


LT 


Lituanle 


SK 


Slovaquie 


AT 


Autrichc 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Australie 


GA 


Gabon 


LV 


Lettonie 


SZ 


Swaziland 


AZ 


Arerbaldjan 


GB 


Royaume-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bo$nie-Herze*govine 


GE 


Georgic 


MD 


Republique de Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Barbade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgiquc 


GN 


Guinee 


MK 


Ex-Republkjue yougoslave 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Gtece 




de Macddoinc 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgarie 


HU 


Hongrie 


ML 


Mali 


TT 


Trinit£-et-Tobago 


BJ 


B6nin 


IE 


Irlande 


MN 


Mongolie 


UA 


Ukraine 


BR 


Bresil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritanie 


UG 


Ouganda 


BY 


B61arus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Etats-Unis d'Amenque 


CA 


Canada 


IT 


Italic 


MX 


Mexique 


uz 


Ouzbdkistan 


CF 


Rdpublique ccntrafricaine 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Bas 


YU 


Yougoslavie 


CI1 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Norvcge 


ZW 


Zimbabwe 


CI 


C6tc d' I voire 


KP 


Rdpublique populaire 


NZ 


Nouvelle-Zelande 






CM 


Cameroon 




d&nocratique de Corce 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


Republiqne de Corte 


PT 


Portugal 






CU 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Roumanie 






cz 


Rlpublique tcheque 


LC 


Sainte-Lucie 


RU 


Federation de Russie 






DE 


Allemagne 


LI 


Liechtenstein 


SO 


Soudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Suede 






EE 


Estonie 


LR 


Ubena 


SG 


Singapour 







WO 99/01 157 PCT/FR98/01399 

1 

AMELIORATION DU TRANSFERT D'ACIDE NUCLEIQUE DANS LES 
CELLULES D'ORGANISMES EUCARYOTES PLURICELLULAIRES ET 
COMBINAISON PERMETTANT LA MISE EN OEUVRE DU PROCEDE 

5 La pr6sente invention se rapporte k une amelioration trbs remarquable du 

transfert in vivo d'acides nucleiques dans les cellules d f organismes eucaryotes 
pluricellulaires ou d'acides nucleiques associes k des produits permettant 
d'augmenter le rendement de tels transferts en utilisant des champs electriques faibles 
compris entre 1 et 600 V/cm, et a la combinaison d'un acide nucleique et du procedS 

10 de transfert selon Pinvention pour leur utilisation en therapie genique. 

Le transfert de genes dans une cellule donnee est a la base de la therapie 
genique. Cependant, Tun des problemes est de parvenir k faire penetrer une quantite 
d'acide nucleique suffisante dans des cellules de 1'hote a traiter ; en effet, cet acide 
nucleique, en general un gene d'interet, doit etre exprime dans des cellules 

15 transferees. L'une des approches retenue a cet egard a ete I'integration de l'acide 
nucleique dans des vecteurs viraux, en particulier dans des retrovirus, des adenovirus 
ou des virus associes aux adenovirus. Ces systemes mettent a profit les mecanismes 
de penetration cellulaire developpes ; par les virus, ainsi que leur protection contre la 
degradation. Cependant, cette approche presente des inconvenients, et en particulier 

20 un risque de production de iparticules virales infectieuses susceptibles de 
dissemination dans l'organisme hote, et, dans le cas des vecteurs retroviraux, un 
risque de mutagenese insertionnelle. De plus, la capacite d' insertion d'un gene 
therapeutique ou vaccinal dans un genome viral demeure restreinte. 

En tout etat de cause, le developpement de vecteurs viraux utilisables en 

25 therapie genique impose d' avoir recours a des techniques complexes de virus 
defectifs et de lignees cellulaires de complementation. 

Une autre approche (Wolf et al. Science 247, 1465-68, 1990 ; Davis et ah 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 7213-18, 1996) a done consiste a administrer dans le 
muscle ou dans la circulation un acide nucleique de nature plasmidique, associe ou 

30 non a des composes destines a favoriser sa transfection, comme des proteines, des 
liposomes, des lipides charges ou des polymeres cationiques tels que le 
polyethylenimine, qui sont de bons agents de transfection in vitro (Behr et al. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 86, 6982-6, 1989 ; Feigner et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 
7413-7, 1987 ; Boussif et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 7297-301, 1995). 

35 En ce qui concerne le muscle, depuis la publication initale de J.A. Wolff et 

al. montrant la capacite du tissu musculaire a incorporer de rADN-injecte sous forme 
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de plasmide libre (Wolff et al. Science 247, 1465-1468, 1990) de nombreux auteurs 
ont tente d'ameliorer ce processus (Manthorpe et aL f 1993, Human Gene Ther. 4, 
419-431 ; Wolff et al., 1991, BioTechniques 11, 474-485). Quelques tendances se 
degagent de ces essais, comme notamment : 
5 • Tutilisation de solutions mecaniques pour forcer Tentree de T ADN dans les celhiles, 
en adsorbant l'ADN sur des billes propulsees ensuite sur les tissus (« gene gun ») 
(Sanders Williams et al, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2726-2730 ; Fynan 
et aL, 1993, BioTechniques 11, 474-485). Ces procedes se sont averes efficaces 
dans des strategies de vaccination, mais ne touchent que les couches superficielles 
10 des tissus. Dans le cas du muscle, leur utilisation necessiterait un abord chirurgical 
pour permettre d'acceder au muscle, car les particules ne traversent pas les tissus 
cutanes ; 

• Tinjection d'ADN, non plus sous forme de plasmide libre, mais associe a des 
molecules susceptibles de servir de vehicule facilitant P entree des complexes dans 

15 les cellules. Les lipides cationiques, utilises dans de nombreux autres procedes de 
transfection, se sont averes jiisqd'a Fheure actuelle decevants, car ceux qui ont ete 
testes se sont montres inhibiteurs de la transfection (Schwartz et al., 1996, Gene 
Ther. 3, 405-411). II en est de meme pour les peptides et polymeres cationiques 
(Manthorpe et al, 1993, Human Gene Ther. 4, 419-431), Le seul cas d'association 

20 favorable semble etre le melange polyvinylalcool ou polyvinylpyrrolidone avec 
TADN. L' augmentation resultant de ces associations ne represente qu'un facteur 
inferieur a 10 par rapport a TADN injecte nu (Mumper et aL, 1996, Pharmaceutical 
Research 13, 701-709) ; 

• le pretraitement du tissu a injecter avec des solutions destinees a ameliorer la 
25 diffusion et/ou la stabilite de l'ADN (Davis et al., 1993, Hum. Gene Ther. 4, 151- 

159), ou a favoriser Tentree des acides nucleiques, par exemple Tinduction de 
phenomenes de multiplication ou de regeneration de cellules. Les traitements ont 
concerne en particulier i'utilisation d'anesthesiques locaux ou de cardiotoxine, de 
vasoconstricteurs, d'endotoxine ou d'autres molecules (Manthorpe et al., 1993, 
30 Human Gene Ther. 4, 419-431 ; Danko et al., 1994, Gene Ther. 1, 114-121 ; 
Vitadello et aL, 1994, Hum. Gene Ther. 5, 11-18). Ces protocoles de pretraitement 
sont difficiles a gerer, la bupivacaine en particulier necessitant pour etre efficace 
d'etre injectee a des doses tres proches des doses letales. La preinjection de sucrose 
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hyperosmotique, destinee a ameliorer la diffusion, n'augmente pas le niveau de la 
transfection dans le muscle (Davis et al, 1993). 

D'autres tissus ont ete transfectes in vivo soit en utilisant 1'ADN 
plasmidique seul, soit en association avec des vecteurs synthetiques (revues de Cotten 
5 et Wagner (1994), Current Opinion in Biotechnology 4, 705; Gao et Huang (1995), 
Gene Therapy, 2, 710; Ledley (1995), Human Gene Therapy 6, 1129). Les principaux 
tissus etudies ont ete le foie, l'epithelium respiratoire, la paroi des vaisseaux, le systeme 
nerveux central et les tumeurs. Dans tous ces tissus, les niveaux d'expression des 
transgenes se sont reveles trop faibles pour entrevoir une application therapeutique 

10 (par exemple au niveau du foie, Chao et aL (1996) Human Gene Therapy 7 f 901), bien 
que certains resultats encourageants aient ete recemment presentes pour le tranfert 
d'ADN plasmidique dans la paroi vasculaire (Iires et al. (1996) Human Gene Therapy 
7, 959 et 989). Dans le cerveau, Tefficacite de transfert est tres faible, de meme que 
dans les tumeurs (Schwartz et al. 1996, Gene Therapy 3,405; Lu et al. 1994,Cancer 

15 Gene Therapy 1, 245; Son et al. Proc. Natl. Acad. Sci.USA 91,12669) 

L'electroporation, ou utilisation de champs electriques pour permeabiliser 
des cellules, est egalement utilisee: in vitro pour favoriser la transfection d'ADN dans 
des cellules en culture. Toutefois, il etait jusqu'a present admis que ce phenomene 
repondait a un effet dependant d 1 tin "seuil et que cette electropermeabilisation ne 

20 pouvait etre observee que pour des champs electriques d'intensit§ relativement elevee, 
de l'ordre de 800 a 1 200 Volts/cm pour les cellules animates. Cette technique a 
egalement ete proposee in vivo pour ameliorer Tefficacite d'agents antitumoraux, 
comme la bleomycine, dans des tumeurs solides chez Thomme (brevet americain n° 5 
468 228, L.M. Mir). Avec des impulsions de tres courte durSe (100 microsecondes), 

25 ces conditions electriques (800 a 1 200 Volts/cm) sont tres bien adapt6es au transfert 
intracellulaire de petites molecules. Ces conditions (impulsions de 100 microsecondes) 
ont ete appliquees sans amelioration pour le transfert d'acides nucleiques in vivo dans 
le foie, ou des champs inferieurs a 1 000 Volts/cm se sont reveles totalement 
inefficaces, et meme inhibiteurs par rapport a Tinjection d'ADN en l'absence 

30 d'impulsions electriques (brevet WO 97/07826 et Heller et aL FEBS Letters, 389, 
225-8, 1996). 

Cette technique presente d'ailleurs des difficultes d'application in vivo, car 
T administration de champs d'une telle intensite peut provoquer des lesions tissulaires 
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plus ou moins etendues, qui ne representent pas un probleme pour le traitement de 
patients cancereux rnais qui peuvent representer un inconvenient majeur pour le sujet 
sain ou pour le sujet malade lorsque 1'acide nucleique est administre dans des tissus 
autres que les tissus tumoraux. 

5 Alors que toutes les etudes citees mentionnent la necessite de champs 

electriques eleves, de l'ordre de 1 000 Volts/cm, pour etre efficace in vivo, de maniere 
vraiment inattendue et remarquable, les demandeurs ont a present montre que le 
transfert d'acides nucleiques dans des tissus in vivo pouvait etre augmente de fagon 
tres import ante, sans effets indesirables, en soumettant le tissu a des impulsions 

0 electriques d'intensite faible, par exemple de 100 ou de 200 Volts/cm, et d'une duree 
relativement longue. De plus, les demandeurs ont constate que la grande variability 
d'expression du transgene observee dans Tart anterieur de transfert d'ADN etait 
notablement reduite par le procede selon 1* invention. 

C'est pourquoi, la presente invention concerne un procede de transfert 

5 d'acides nucleiques in vivo, dans lequel les cellules des tissus sont mises en contact 
avec Tacide nucleique a transferer, par administration directe dans Je tissu ou par 
administration topique ^u systemique, et dans lequel le transfert est assure par 
application auxdits tissus d'une ou de plxisieturs impiilsions electriques d'une intensite 
comprise entre 1 et 600 Volts/cm; - 

0 Selon un mode prefere le procede selon Tinvention s'applique a des tissus 

dont les cellules ont des geometries particulieres comme par exemple des cellules de 
grande taille et/ ou de forme allongee et/ou repondant naturellement a des potentiels 
d'action electriques et/ ou ayant une morphologie specif ique. 

5 De preference, Tintensitfi du champ est comprise entre 200 et 600 

Volts/cm et la duree totale d' application est superieure a 10 millisecondes. Le nombre 
d'impulsions utilisees est par exemple de 1 a 100 000 impulsions et la frequence des 
impulsions est comprise entre 0,1 et 1000 Hertz. De preference la frequence des 
impulsions est comprise entre 0,2 et 100 Hertz Les impulsions peuvent etre aussi 

tO delivrees de maniere irreguliere et la fonction qui decrit Tintensite du champ en 
fonction du temps peut etre variable. A titre d'exemple, le champ electrique delivre 
peut resulter de la combinaison d'au moins un champ d'une intensite > a 400 V/cm et 
de preference comprise entre 500 et 800 Volts/cm, de duree unitaire courte (< 1 
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5 

msec), suivi de une ou plusieurs impulsions d'intensite plus faible , par exemple < 400 
Volts/cm, et de preference < 200 Volts /cm et de duree unitaire plus longue ( > 1 
msec). L' integrate de la fonction decrivant la variation du champ Electrique avec le 
temps est superieure a 1 kVxnnsec/cm. Selon un mode prefere de I'invention, cette 
5 integrate est superieure ou egale a 5 kVxmsec/cm. 

Selon un mode prefere de I'invention, Tintenshe de champ des impulsions 
est d'environ 500 Volts/cm {Le. ± 10 % et de preference ± 5 %L 

Les impulsions electriques sont choisies parmis les impulsions a ondes 
carrees, les champs electriques generant des ondes a decroissance exponentielle, des 
ondes unipolaires oscillantes de duree limitee, des ondes bipolaires oscillantes de duree 
limitee, ou d'autres formes d'ondes. Selon un mode prefere de I'invention, les 
impulsions electriques sont des impulsions a ondes carrees. 

L'administration d'impulsions electriques peut etre realisee par toute 
methode connue de Thomme du metier, par exemple : 

• systeme d'electrodes extemes placees de part et d' autre du tissu a traiter, 
notamment electrodes non invasives placees au contact de la peau, 

• systeme d'electrodes implantees dans les tissus, 

• systeme d'electrodes/injecteur permettant 1* administration simultanee des acides 
nucleiques et du champ;electrique. 

Dans le cadre de la presente invention les termes transfert d'ADN ou 
decides nucleiques par application d'une ou plusieurs impulsions electriques, ainsi que 
les termes electrotransfert ou encore electrotransfection doivent etre consideres 
comme equivalents et designent le transfert decides nucleiques ou d'ADN par 
application ou en presence d'un champ electrique. 

L 1 administration etant realisee in vivo, il est parfois n^cessaire d'avoir 
recours k des produits intermediaires assurant la continuite electrique avec des 
electrodes extemes non invasives. II s'agira par exemple d'electrolyte sous forme de 
gel. 

Les acides nucleiques peuvent etre administres par tout moyen approprie, 
mais sont de preference injectes in vivo directement dans les tissus ou administres par 
une autre voie, locale ou systemique et notamment au moyen d'un catheter, qui les 
rend disponibles a l'endroit d'application du champ electrique. Les acides nucleiques 
peuvent etre administres avec des agents permettant ou facilitant le transfert, comme 
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cela a ete mentionne precedemment. Notamxnent, ces acides nucleiques peuvent §tre 
libres en solution ou associfis a des agents synthetiques, ou portes par des vecteurs 
viraux. Les agents synthetiques peuvent etre des lipides ou des polymeres connus de 
rhomme du metier, ou bien encore des elements de ciblage permettant la fixation sur 
5 la membrane des tissus cibles. Parmi ces elements, on peut citer des vecteurs portant 
des sucres, des peptides, des anticorps ou des recepteurs hormonaux. 

On congoit, dans ces conditions de l'invention, que V administration des 
acides nucleiques puisse preceder, etre simultanee ou meme suivre Tapplication des 
champs electriques. 

0 C'est pourquoi, la presente invention a egalement pour objet un acide 

nucleique et un champ electrique d'une intensite comprise entre 1 et 600 Volts/cm, 
comme produit de combinaison pour leur administration simultanee, separee ou etalee 
dans le temps, aux cellules de mammiferes et en particulier aux cellules humaines, in 
vivo. De preference, Tiritensite du champ est comprise entre 200 et 600 Volts/cm et, 

5 de maniere encore plus preferee, l'intensite du champ est d'environ 500 Volts/cm. 

Le procede selon la presente invention est utilisable dans la therapie 
genique, c'est-a-dire la therapie dans laquelle l'expression d'un gene transfere, mais 
egalement la modulation ou le^locage d'un gene, permet d'assurer le traitement d'une 
pathologie particuliere. • ,u ^ ^ ; : ^ 

0 De preference, les cellules des tissus sont traitees dans le but d'une 

therapie genique permettant : 

• soit la correction des dysfonctionnements des cellules elles-memes (par exemple 
pour le traitement des maladies liees a des deficiences genetiques comme par 
exemple la mucoviscidoses 

5 • soit la sauvegarde et/ou la regeneration de la vascularisation ou de Tinnervation des 
tissus ou organes par des facteurs trophiques, neurotrophiques et angiogeniques 
produits par le transgene, 

• soit la transformation du tissu en organe secreteur de produits conduisant a un effet 
therapeutique tels que le produit du gene lui-meme (par exemple facteurs de 

0 regulation de thrombose et d'hemostase, facteurs trophiques, hormones) ou tels 
qu'un metabolite actif synthetise dans le tissu grace a Tadjonction du gene 
therapeutique, 

• soit une application vaccinale ou immunostimulante. 
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Un autre objet de Finvention est l'association des impulsions electriques 
d'un champ a des compositions contenant les acides nucleiques formulees en vue de 
toute administration permettant d'acceder au tissu par voie topique, cutanee, orale, 
vaginale, parenterale, intranasal^ intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intra- 

5 oculaire, transdermique, etc. De preference, les compositions pharmaceutiques de 
Tinvention contiennent un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une 
formulation injectable, notamment pour une injection directe au niveau de Torgane 
desire, ou pour toute autre administration. II peut s'agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 

0 addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Les doses d'acide nucleique utilisees pour 
Tinjection ainsi que le nombre d' administrations et le volume des injections peuvent 
etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de 

5 la duree du traitement recherchee. 

Les acides nucleiques < peuvent etre d'origine synthetique ou 
biosynthetique, ou extraits de -vims ou de cellules procaryotes ou de cellules 
eucaryotes provenant d'organismes ^ unicellulaires (par exemple, levures) ou 
pluricellulaires. lis peuvent etre administres en association de tout ou partie des 

0 composants de Torganisme d'origine et/ou du systeme de synthese. 

L'acide nucleique peut etre un acide desoxyribonucleique ou un acide 
ribonucleique. II peut s'agir de sequences d'origine naturelle ou artificielle, et 
notamment d'ADN genomique, d'ADNc, d'ARNm, d'ARNt et d'ARNr, de sequences 
hybrides ou de sequences synthetiques ou semisynthetiques d'oligonucleotides 

5 modifies ou non. Ces acides nucleiques peuvent etre obtenus par toute technique 
connue de Thomme du metier, et notamment par ciblage de banques, par synthese 
chimique ou encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou 
enzymatique de sequences obtenues par ciblage de banques. lis peuvent etre modifies 
chimiquement 

0 En particulier, Tacide nucleique peut etre un ADN ou un ARN sens ou 

antisens ou a propriete catalytique comme un ribozyme. Par « antisens », on entend un 
acide nucleique ayant une sequence complementaire a une sequence cible, par exemple 
une sequence d'ARNm dont on cherche a bloquer Texpression par hybridation sur la 
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sequence cible. Par « sens » f on entend un acide nucleique ayant une sequence 
homologue ou identique a une sequence cible, par exemple une sequence qui se lie £ 
un facteur de transcription proteique et implique dans l'expression d'un gene donne. 
Selon un mode de realisation pr^fere, 1'acide nucleique comporte un gene.d*int6ret et 
5 des elements permettant l'expression dudit g&ie d'interet. Avantageusement, le 
fragment d'acide nucleique est sous forme d'un plasmide. 

Les acides desoxyribonucleiques peuvent etre simple ou double brin, de 
meme que des oligonucleotides courts ou des sequences plus longues. lis peuvent 
porter des genes therapeutiques, des sequences reguiatrices de la transcription ou de la 

10 replication, ou des regions de liaison a d'autres composants cellulaires, etc. Au sens de 
T invention, on entend par « gene therapeutique » notamment tout gene codant pour un 
ARN ou pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit proteique 
code peut etre une proteine, un peptide, etc. Ce produit proteique peut etre 
homologue vis-a-vis de la cellule cible (c'est-a-dire un produit qui est normalement 

15 exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne presente aucune pathologie). Dans ce 
cas, Texpression du transgene permet cpar exemple de pallier a jine expression 
insuffisante dans la cellule ou- a ^'expression d'une proteine inactive ou faiblement 
active en raison d'une modification, ou perrnet encore de surexprimer ladite proteine. 
Le gene therapeutique peut aussi.coder pour un mutant d'une proteine cellulaire, ayant 

20 une stabilite accrue, une activite modifiee, etc. Le produit proteique peut egalement 
etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine exprimee peut 
par exemple completer ou apporter une activite deficiente dans la cellule (traitement 
des deficits enzymatiques), ou permettre de lutter contre une pathologie, ou stimuler 
une reponse immunitaire par exemple pour le traitement des tumeurs.Il peut s'agir d'un 

25 gene suicide (Thymidine Kinase de 1'Herpes) pour le traitement des cancers ou de la 
restenose. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut citer plus 
particulierement les genes codant pour 
30 - les enzymes, comme Ta-l-antitrypsine, les proteinase (metalloproteinases, urokinase, 
uPA, tPA,...streptokinase), les proteases clivant des precurseurs pour liberer des 
produits actifs (ACE, ICE,...), ou leurs antagonistes (TIMP-1, tissue plasminogen 
activator inhibitor PAI, TFPI 
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- les derives sanguins comme les facteurs impliques dans la coagulation : facteurs VII, 
VIE, IX, les facteurs du complement, la thrombine, 

- les hormones, ou les enzymes impliquees dans la voie de synthese des hormones, ou 
les facteurs impliques dans le controle de la synthese ou de l'excr^tion ou de la 

5 secretion des hormones, telles que l'insuline, les facteurs proches de l'insuline (IGF), 
ou Thormone de croissance, l'ACTH, les enzymes de synthese des hormones sexuelles, 

- les lymphokines et cytokines : interleukines, chemokines (CXC et CC), interferons, 
TNF, TGF, facteurs chimiotactiques ou activateurs comme MIF, MAF, PAF, MCP-1, 
l'eotaxine, LIF, etc. (brevet frangais n° 92 03120), 

0 - les facteurs de croissance, par exemple les IGF, EGF, FGF, KGF, NGF, PDGF, 
PIGF, HGF, proliferin 

- les facteurs angiogeniques tels que les VEGF ou FGF, angiopoietine 1 ou 2, 
l'endotheline 

- les enzymes de synthese de neurotransmetteurs, 

5 - les facteurs trophiques, en particulier neurotrophiques pour le traitement des 
maladies neurodegeneratives, des traumatismes ayant endommage le systdme nerveux, 
ou des degenerescences retiniennes; tels que les membres de la famille des 
neurotrophines tels que le NGF, BDNF, NT3, NT4/5, NT6 leurs derives et genes 
apparentes - les membres de la families du CNTF tels que le CNTF, l'axokine, le LIF 

0 et leurs derives - TIL6 et ses derives - la cardiotrophine et ses derives - le GDNF et ses 
derives - les membres de la famille des IGF, tels que l'IGF-1, l'IFGF-2 et leurs derives 

- les membres de la famille de FGF, tels que le FGF 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 et leurs 
derives, le TGF[3 

- les facteurs de croissance osseuse, 

5 - les facteurs hematopoTetiques, comme erythropoietine, les GM-CSF, M-CSF, LIF, 
etc., 

- l^s proteines de l'architecture cellulaire comme la dystrophine ou une minidystrophine 
(brevet frangais n° 91 11947), , les genes suicides (thymidine kinase, cytosine 
deaminase, enzymes a cytochrome P450), les gSnes de I'hemoglobine ou d'autres 

0 transporteurs proteiques, 

- les genes correspondant aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides, de 
type apolipoproteine choisie parmi les apolipoproteines A-I, A-II, A-IV, B, C-I, C-II, 
C-III, D, E, F, G, H t J et apo(a), les enzymes du metabolisme cornme par exemple les 
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Upases, la lipoprotein lipase, la lipase hepatique, la lecithine cholesterol 
acyltransferase, la 7 alpha cholesterol hydroxylase, la phosphatidyl acide phosphatase, 
ou encore des proteines de transfert de lipides comme la proteine de transfert des 
esters de cholesterol et la proline de transfert des phospholipides, tine proteine de 
5 liaison des HDL ou encore un recepteur choisi par exemple parmi les recepteurs aux 
LDL, les recepteurs des chylomicrons-remnants et les recepteurs scavenger, etc. On 
peut, de plus, ajouter la leptine pour le traitement de l'obesite. 

- les facteurs regulant la pression sanguine, comme les enzymes impliquees dans le 
metabolisme du NO, Tangiotensine, la bradykinine, vasopressine, l'ACE, la renine, les 

0 enzymes codant pour les mecanismes de synthese ou de relargage des prostaglandines, 
du thromboxane, ou de l'adenosine, les recepteurs de l'adenosine, les kallikreines et 
kallistatines, ANP, ANF, les facteurs diuretiques ou antidiuretiques, les facteurs 
impliques dans la synthese, le metabolisme ou le relargage des mediateurs comme 
l'histamine, la serotonine, les catecholamines, les neuropeptides, 

5 - les facteurs anti-angiogeniques comme le ligand de Tie-1 et de Tie-2, l'angiostatine, 
le facteur ATF, les derives du plasminogene; rendotheline, les thrombQSpondines 1 et 
2, le PF-4, Interferon a ou l'interleukine 12, le TNFa, le recepteur de l'urokinase, 
fltl, KDR, PAI1, PAI2, TIMP1, le fragment prolactine 

- les facteurs protegeant centre l'apoptose, comme la famille AKT, 

0 - les proteines susceptible d'induire une mort cellulaire, soit actives par elles-memes 
comme les caspases, soit de type "pro-drogues" necessitant une activation par tfautres 
facteurs, soit les proteines activant des pro-drogues en agent provoquant une mort 
cellulaire, comme la thymidine kinase du virus herpetique, les desaminase, permettant 
en particulier d'envisager des therapies anti-cancereuies, 

5 - les proteines impliquees dans les contacts et Tadhesion inter-cellulaires : VCAM, 
PEC AM, ELAM, ICAM, integrines, cathenines, 

- les proteines de la matrice extra-cellulaire, 

- les proteines impliquees dans la migration des cellules 

- tes proteines de type transduction du signal, type FAK, MEKK, p38 kinase, tyrosines 
3 kinases, serines- threonines kinases, 

- les proteines impliquees dans la regulation du cycle cellulaire (p21, pl6, cyclines, ...) 
ainsi que les proteines mutantes ou derivees dominant negatif bloquant le cycle 
cellulaire et pouvant le cas echeant induire l'apoptose. 
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- les facteurs de transcription : jun, fos, API, p53,...et lesproteines dela cascade de 
signalisation de p53. 

- tes proteines de structure de la cellule, comme les filaments intermediates 
(vimentine, desmine, keratines), la dystrophine, les proteines impliquees dans la 

5 contractilite et le controle de la contractibilite musculaire, en particulier les proteines 
impliquees dans le metabolisme calcique et les flux de calcium dans les cellules 
(SERCA, ...). 

Dans les cas de prolines fonctionnant par des systemes ligand et recepteurs, il est 
envisagable d'utiliser le ligand ou le recepteur (ex. FGF-R, VEGF-R, ...). On peut 

0 egalement citer des gdnes codant pour des fragments ou des mutants de proteines de 
ligands ou de recepteurs, notamment des proteines precitees, presentant soit une 
activite superieure a la proteine entiere, soit une activite antagoniste, voire meme de 
type " dominant negatif" par rapport a la proteine initiate (par exemple fragments de 
recepteurs inhibant la disponibilite de proteines circulantes, associes ou non avec des 

5 sequences induisant une secretion de ces fragments par rapport & un ancrage dans la 
membrane cellulaire, ou d'autres systemes .de modification du trafic intracellular de 
ces systemes ligand- recepteurs de fa$on a detourner la disponibilite d'un des elements) 
soit meme possedant une activite propre distincte de: celle de la proteine totale (ex. 
ATF). : - v>., ..^,^^u^--. ■ 

0 Parmi les autres proteines ou peptides pouvant etre secretes par le tissu, il 

est important de souligner les anticorps, les fragments variables d'anticorps simple 
chaine (ScFv) ou tout autre fragment d'anticorps possedant des capacites de 
reconnaissance pour son utilisation en immunotherapie, par exemple pour le traitement 
des maladies infectieuses, des tumeurs, des maladies auto-immunes telles que la 

5 sclerose en plaques (anticorps antiidiotype), ainsi que les ScFv se fixant sur les 
cytokines pro-inflammatoires telles que par exemple IL1 et TNFa pour le traitement 
de l'arthrite rhumatoide. D'autres proteines d'interet sont, de fagon non limitative, des 
recepteurs solubles, comme par exemple le recepteur CD4 soluble ou le recepteur 
soluble du TNF pour la therapie anti-HIV, le recepteur TNFa ou le recepteur soluble 

0 IL1 pour le traitement de Tarthrite rhumatoide, le recepteur soluble de Tacetylcholine 
pour le traitement de la myasthenic ; des peptides substrats ou inhibiteurs d'enzymes, 
ou bien des peptides agonistes ou antagonistes de recepteurs ou de proteines 
d'adhesion comme par exemple pour le traitement de l'asthme, de la thrombose de la 
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restenose, des metastases ou de rinflammation ; des proteines artificielles, chimeriques 
ou tronquees. Parmi les hormones d'interet essentiel, on peut citer l'insuline dans le 
cas du diabete, rhormone de croissance et la calcitonine. On peut citer encore des 
proteines capables d'induire une immunite antitumorale ou stimuler la reponse 
5 immunitaire (IL2, GM-CSF, EL12, etc.). Enfin on peut citer les cytokines qui 
diminuent la reponse T m telles que IL10, IL4 et IL13. 

Les nombreux exemples qui precedent et ceux qui suivent illustrent 
Tetendue potentielle du champ d' application de la presente invention. 

0 L'acide nucleique therapeutique peut egalement etre un gene ou une 

sequence antisens, dont 1'expression dans la cellule cible permet de controler 
rexpression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences 
peuvent, par exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaire 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 

5 decrite dans le brevet europeen n° 140 308. Les genes therapeutiques comprennent 
egalement les sequences codant pour des ribozymes, qui r sont capables de detruire 
selectivement des ARN cibles (brevet europeen n? 321:201). 

Comme indique plus haut, Tackle nucleique peut egalement comporter un 
ou plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez 

!) Thomme ou Tanimal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, Tinvention permet done la realisation soit de vaccins, soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a Thomme ou a l'animal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de Thepatite 

5 B (brevet europeen n° 185 573), du virus de la pseudo-rage, du « syncitia forming 
virus », d'autres virus ou encore d'antigenes specifiques de tumeurs comme les 
proteines MAGE (brevet europeen n° 259 212), telles que les proteines MAGE 1, 
MAGE 2, ou des antigenes pouvant stimuler une reponse anti-tumorale telles que des 
proteines heat shock bacteriennes. 

) . 

Preferentiellement, Tacide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant et/ou favorisant Texpression dans le tissu du gene therapeutique et/ou du 
gene codant pour le peptide antigenique. II peut s'agir des sequences qui sont 
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natureUement responsables de l'expression du gdne considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule transfectee. II peut egalement s'agir de 
sequences d'origine differente (responsables de l'expression d'autres proteines, ou 
meme synth&iques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de g&ies 
5 eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire transferer. Parmi les promoteurs eucaryotes, on 
peut utiliser tout promoteur ou sequence derivee stimulant ou reprimant la 
transcription d'un gene de fa?on specifique ou non, forte ou faible. II peut s'agir en 
particulier de promoteurs ubiquitaires (HPRT, vimentine, a-actine, tubuline, etc.) , de 

10 promoteurs de genes therapeutiques (type MDR, CFTR, etc.), de promoteurs 
specifiques de tissus (type promoteurs des genes de la desmine, des myosines, de 
creatine kinase, de phophoglycerate kinase) ou encore de promoteurs repondant a un 
stimulus tels que des promoteurs repondant aux hormones naturelles (recepteur des 
hormones steroides, recepteur de l'acide retinoique, etc.) ou un promoteur regule par 

15 les antibiotiques (tetracycline, rapamycine, etc ), de promoteurs repondant a un regime 
alimentaire comme les promoteurs repondant aux fibrates, ou d'autres promoteurs 
repondant a d'autres molecules d'qrigine naturelle ou synthetique. De meme, il peut 
s'agir de sequences promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut 
citer par exemple les promoteurs des genes EIA de Fadenovirus, MLP, ou de 

20 promoteurs issus des genomes des virus CMV, RSV, SV40, etc. II peut s'agir de 
promoteurs inducibles ou repressibles. En outre, ces sequences d'expression peuvent 
etre modifiees par addition de sequences d'activation, de regulation, permettant une 
expression conditionnelle, transitoire, une expression tissu-specifique ou majoritaire, 
etc. 

25 Par ailleurs, l'acide nucleique peut egalement comporter, en particulier en 

amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique 
synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut egalement s'agir 
de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 

30 L'acide nucleique peut egalement comporter une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la cellule, comme par 
exemple les peroxisomes, les lysosomes, et les mitochondries pour le traitement par 
exemple des maladies genetiques mitochondriales. 
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D'autres genes presentant un interet ont ete notamment decrits par 
McKusick, V.A. Mendelian (Inheritance in man, catalogs of autosomal dominant, 
autosomal recessive, and X-linked phenotypes. Eighth edition. John Hopkins 
University Press (1988)), et dans Stanbury, J.B. et al. (The metabolic basis of inherited 

5 disease, Fith edition. McGraw-Hill (1983)). Les genes d'interet recouvrent les 
proteines impliquees dans le metabolisme des acides amines, des lipides et des autres 
constituants de la cellule. 

On peut ainsi citer de maniere non limitative les genes associes aux 
maladies du metabolisme des carbohydrates comme par exemple fructose- 1 -phosphate 

0 aldolase, fructose- 1,6-diphosphatase, glucose-6-phosphatase, a-l,4-glucosidase 
lysosomaie, amylo-l,6-glucosidase, amylo-(l,4 :l,6)-transglucosidase, phosphorylase 
musculaire, phosphofructokinase musculaire, phosphorylase-b-kinase, galactose- 1- 
phosphate uridyl transferase, toutes les enzymes du complexe pyruvate 
dehydrogenase, pyruvate carboxylase, 2-oxoglutarate glyoxylase carboxylase, D- 

5 glycerate dehydrogenase. 

On peut egalement citer : : . ^ 

- les genes associes avec des maladies du metabolisme des amino-acides comme 
par exemple phenylalanine hydroxylase, dihydrobiopterine synthetase, tyrosine 
aminotransferase, tyrosinase, histidinasei fumarylaceto-acetase, glutathion synthetase, 

D 7-glutamylcysteine synthetase, ornithine-6-aminotransferase, carbamoylphosphate 
synthetase, ornithine carbamoyltransferase, argininosuccinate synthetase, 
argininosuccinate lyase, arginase, L-lysine dehydrogenase, L-lysine ketoglutarate 
reductase, valine transaminase, leucine isoleucine transaminase, decarboxylase des 2- 
ceto-acides a chaine ramifiee, isovaleryl-CoA dehydrogenase, acyl-CoA 

5 dehydrogenase, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase, acetoacetyl-CoA 3- 
ketothiolase, propionyl-CoA carboxylase, methylmalonyl-CoA mutase, 
ATP :cobalamine adenosyltransferase, dihydrofolate reductase, methylene 
tetrahydrofolate reductase, cystathionine (3-synthetase, le complexe sarcosine 
deshydrogenase, les proteines appartenant au systeme de clivage de la glycine, (J- 

) alanine transaminase, carnosinase serique, homocarnosinase cerebrate. 

- Les genes associes avec des maladies du metabolisme des graisses et des acides 
gras, comme par exemple lipoproteine lipase, apolipoproteine C-II, apolipoproteine E, 
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d'autres apolipoproteines, lecithine cholesterolacyltransferase, recepteur des LDL 
sterol hydroxylase du foie, « acide phytanique » a-hydroxylase. 

- Les genes associes avec des deficiences lysosomales, comme par exemple ct-L- 
iduronidase lysosomale, iduronate sulfatase lysosomale, heparan N-sulfatase 
5 lysosomale, N-acetayl-a-D-glucosaminidase lysosomale, acetyl-CoA : a-glucosamine 
N-acetyltransferase lysosomale, N-acetyl-a-D-glucosamine 6-sulfatase lysosomale, 
galactosamine 6-sulfate sulfatase lysosomale, (3-galactosidase lysosomale, arylsulfatase 
B lysosomale, ^-glucuronidase lysosomale, N-acetylglucosaminyl-phosphotransferase, 
a-D-mannosidase lysosomale, a-neuraminidase lysosomale, aspartylglycosaminidase 
10 lysosomale, a-L-fucosidase lysosomale, lipase acide lysosomale, ceramidase acide 
lysosomale, sphingomyelinase lysosomale, glucocerebrosidase lysosomale et 
galactocerebrosidase lysosomale, galactosylceramidase lysosomale, arylsulfatase A 
lysosomale, a-galactosidase A, [3-galactosidase acide lysosomale, chaihe a de 
Thexosaminidase A lysosomale. 
15 On peut egalement citer, de fagon non restrictive, les genes associes avec 

des maladies du metabolisme des steroides et des lipides, les genes associes avec des 
maladies du metabolisme des purines et des pyrimidines, les genes associes a des 
maladies du metabolisme de ! la porphyrine et de Theme, les genes associes a des 
maladies du metabolisme du tissu conjonctif; des s et des os ainsi que les genes 
20 associes avec des maladies du sang et des organes hematopoietiques, des muscles 
(myopathic), du systeme nerveux (maladies neurodegeneratives) ou de l'appareil 
circulatoire (traitement des ischemics et de la stenose par exemple) et les genes 
impliques dans les maladies genetiques mitochondrial es. 

Dans le procede suivant Tinvention, Facide nucleique peut etre associe a tout 
25 type de vecteurs ou toute combinaison de ces vecteurs permettant d'ameliorer le 
transfer! de genes, par exemple, de fagon non limitative, a des vecteurs tels que des 
virus, des agents synthetiques ou biosynthetiques (par exemple lipidiques, 
polypeptidiques, glycosidiques ou polymeriques), ou encore des billes propulsees ou 
non. Les acides nucleiques peuvent aussi etre injectes dans un tissu qui a ete soumis k 
un traitement visant a ameUorer le transfert de genes, par exemple un traitement de 
nature pharmacologique en application locale ou systemique, ou un traitement 
enzymatique, permeabilisant (utilisation de tensioactifs), chirurgical, mecanique, 
thermique ou physique. 
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L'avantage de l'utilisation de l'electrotransfert en therapie genique reside 
dans la securite apportee par le traitement local lie a l'utilisation de champs electriques 
locaux et cibles. 

De par la securite liee a l'utilisation de champs faibles, la presente 
5 invention pourrait s'appliquer au niveau du muscle cardiaque pour le traitement de 
cardiopathies, par exemple en utilisant un defibrilateur adapte. Elle pourrait s'appliquer 
aussi au traitement de la restenose par l'expression de genes inhibiteurs de la 
proliferation des cellules musculaires lisses comme la proteine GAX. 

La combinaison de champs peu intenses et de durees d'administration 
10 longues appliquee aux tissus in vivo ameliore la transfection des acides nucleiques sans 
amener de deteriorations notables des tissus. Ces resultats amSliorent le rendement des 
transferts d'ADN dans le cadre de la therapie genique mettant en oeuvre les acides 
nucleiques. 

En consequence, le procede selon 1'invention permet, pour la premiere 

15 fois, d'envisager de produire par therapie genique un agent a des doses physiologiques 
et/ou therapeutiques, soit dans les tissus, soit secrete dans leur voisinage ou dans la 
circulation sanguine ou lymphatique. De plus, le procede selon 1'invention permet, 
pour la premidre fois, la modulation, fine st le controle de la quantite efficace de 
transgene exprime par la possibilite de moduler le volume du tissu a transfecter, par 

20 exemple avec des sites multiples d'administration, ou encore la possibilite de moduler 
le nombre, la forme, la surface et la disposition des electrodes. Un element de controle 
supplemental provient de la possibilite de moduler Tefficacite de la transfection par 
la variation de Tintensite de champ, du nombre de la duree et de la frequence des 
impulsions, et evidemment suivant l'etat de l'art, la quantite et le volume 

25 d'administration des acides nucleiques. On peut ainsi obtenir un niveau de transfection 
approprie au niveau de production ou de secretion desire. Le procede permet enfin un 
surcroit de securite par rapport aux methodes chimiques ou virales de transfert de 
genes in vivo, pour lesquelles Tatteinte d'organes autres que Torgane cible ne peut pas 
etre totalement exclue et maitrisee. En effet, le procede selon l'invention permet le 

30 controle de la localisation des tissus transfectes (strictement liee au volume de tissu 
soumis aux impulsions electriques locales) et apporte done la possibilite d'un retour a 
la situation initale par l'ablation totale ou partieUe du tissu lorsque cela est rendu 
possible par le caractere non vital de ce tissu et par ses capacites de regeneration 
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comme dans le cas du foie ou du muscle. Cette grande souplesse d'utilisation permet 
d'optimiser le procedS suivant l'espdce animale (applications humaines et veterinaires), 
Tage du sujet, son etat physiologique et/ou pathologique. 

Le procede selon l'invention permet, en outre, pour la premiere fois, de 

5 transfecter des acides nucl&ques de grande taille contrairement aux methodes virales 
qui sont limitees par la taille de la capside. Cette possibility est essentielle pour le 
transfer! de genes de tres grande taille comme celui de la dystrophine ou de g&ies 
avec des introns et/ou des Elements r6gulateurs de grande taille, ce qui est necessaire 
par exemple pour une production physiologiquement regulee d'hormones. Cette 

0 possibility est essentielle pour le transfert d'episomes ou de chromosomes artificiels de 
levure ou de minichromosomes. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer de maniere non limitative 

T invention. 

5 Dans ces exemples, on se referera aux figures suivantes : 

• Figure 1 : Effets d' impulsions electriques d'intensite de champ eleve sur la 
transfection d'ADN; plasmidique ; pXL2774 dans le muscle tibial cranial chez la 
souris; valeurs moyenhes + SEM, v 

• Figure 2 : Effets ^'impulsions electriques d'intensite de champ intermediate sur la * 
0 transfection d'ADN plasmidique pXL2774 dans le muscle tibial cranial chez la 

souris; valeurs moyennes + SEM, 

• Figure 3 : Effets d'impulsions electriques d'intensite de champ faible et de 
differentes durees sur la transfection d'ADN plasmidique pXL2774 dans le muscle 
tibial cranial chez la souris; valeurs moyennes + SEM, 

5 • Figure 4: Effets d'impulsions electriques d'intensite de champ faible et de 
differentes durees sur la transfection d'ADN plasmidique pXL2774 dans le muscle 
tibial cranial chez la souris; valeurs moyennes + SEM, 
" Fi gure 5 : Efficacite de l'electrotransfection de l'ADN plasmidique pXL2774 dans 
le muscle tibial cranial de la souris aux intensites de champs electriques faibles : 

0 valeurs moyennes + SEM, 

• Figure 6 : Carte des plasmides pXL3031 et pXL3010. 
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Exemple 1 : Experience effectuee dans les conditions de Tetat de la technique 
anterieure dans Iaquelle les champs electriques se montrent inhibiteurs de la 
transfection 



Les conditions standards d'electroporation, telles que celles utilisees dans 
Fart anterieur et qui ont ete discutees ci-avant, ont ete testees et se sont averees etre 
inefficaces, voire meme avoir une action inhibitrice sur le transert d'acides nucleiques 
(ADN plasmidique) dans le muscle strie. 

Materiel et Methodes - Conditions operatoires generates 



Dans cet exemple, les produits suivants ont ete utilises : 
ADN pXL2774 (brevet PCT/FR 96/01414) est un ADN plasmidique 
comportant le g&ie rapporteur de la luciferase. Les autres produits sont disponibles 
aupres de f ournisseurs /du commerce : Ketamine, Xylazine, Serum, physiologique 
(NaCl 0,9%). - . •; : 

Un oscilloscope et {uivvgenerateur d ! impulsions electriques (rectangulaires ou 
carrees) du commerce (Electro.pulsateur PS 15, Jovian, France) ont ete utilises. Les 
electrodes utilisees sont des electrodes plates en acier inoxydable distantes de 5,3 mm. 

L'experience est realisee chez la souris C57 Bl/6. Les souris provenant de 
differentes cages sont reparties au hasard avant Texperience ("randomisation"). 

Les souris sont anesthesiees par un melange ketamine, xylazine. La solution de 
plasmide (30 jxl d'une solution a 500 ng/ml de NaCl 0,9%) est injects 
longitudinalement a travers la peau dans le muscle tibial cranial des partes gauche et 
droite a Taide d'une seringue hamilton. Les deux electrodes sont enduites d'un gel 
conducteur et la parte injectee est placee entre les electrodes au contact de ceiles-ci. 

Les impulsions electriques sont appliquees perpendiculairement a Taxe du 
muscle k l'aide d'un generateur d'impulsions carrees, une minute apres l'injection. Un 
oscilloscope permet de controler Tintensite en Volts (les valeurs indiquees dans les 
exemples represented les valeurs maximales), la duree en millisecondes et la frequence 
en hertz des impulsions delivrees, qui est de 1 Hz. 8 impulsions consecutives sont 
delivrees. 
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Pour 1'evaluation de la transection du muscle, les souris sont euthanasiees 7 
jours apres l'administration du plasmide. Les muscles tibial cranial des partes gauche et 
droite sont alors preleves, peses, mis dans du tampon de lyse et hroyes. La suspension 
obtenue est centrifugee afin d'obtenir un surnageant clair. La mesure de Tactivite 
5 luciferase est realisee sur 10 |xl de surnageant & Taide d'un luminometre du commerce 
dans lequel le substrat est ajoute automatiquement a la solution. L'intensite de la 
reaction lumineuse est donnee en RLU (Relative Luminescence Unit) pour un muscle 
connaissant le volume total de suspension. Chaque condition experimental est testee 
sur 10 points : 5 animaux injectes en bilateral. Les comparaisons statistiques sont 
10 realisees a Taide de tests non parametriques. 



Resultats et discussion. 



Deux figures, dont 1'echeUe est lineaire ou logarithmique, illustrent les 
15 resultats. 

Dans cette premiere experience on a teste les effets d'un champ electrique de 
800 a 1200 Volts/cm qui permet Teiectroporation de tumeurs (Mir et aL Eur. J. Cancer 
27,68,1991). .v.-v • 

On constate, d'apres la figure 1,; que, relativement au groupe controle, ou 
20 TADN est injecte sans impulsion electrique : 

• avec 8 impulsions de 1200 Volts/cm et d'une duree de 0,1 msec, la valeur moyenne 
de Tactivite luciferase est beaucoup plus faible, 

• avec des impulsions de 1200 Volts/cm et de 1 msec, 3 animaux sont morts, la 
valeur moyenne de Tactivite luciferase est beaucoup plus faible, 

25 • avec des impulsions de 800 Volts/cm et de 1 msec la valeur moyenne de l'activite 
luciferase est aussi signif icativement reduite. 

La plupart des muscles ayant subi Taction du champ electrique sont visiblement 
alteres (friables et d' aspect blanchatre). 

30 Exemple 2 : experience d'electrotransfert d'acides nucleiques a des champs 
electriques moderes 
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Cette experience est realisee avec des souris C57 Bl/6. Mis a part l'intensit6 de 
champ electrique des impulsions et lew duree, les conditions de r6alisation sont celles 
de l'exemple 1. 

Les resultats sont montres a la figure 2. On reproduit le resultat de l'exemple 1, 
5 c'est-a-dire l'effet inhibiteur d'une serie de 8 impulsions a 800 Volts/cm d'une duree 
de 1 msec sur l'activite luciferase detectee dans le muscle. Avec un champ de 
600 Volts/cm, on observe la meme inhibition et la meme alteration du tissu musculaire. 
Par contre, de facon remarquable et surprenante, la diminution du voltage permet de 
ne plus alterer visiblement les muscles, et, de plus, a 400 et 200 Volts/cm le niveau de 
10 transfection des muscles est en moyenne superieur a celui obtenu sur les muscles non 
soumis a un champ. II est a noter que, relativement au groupe temoin (non soumis a un 
champ electrique), la dispersion des valeurs de l'activite luciferase est diminuee a 
200 Volts/cm (SEM = 20,59% de la valeur moyenne contre 43.32% en l'absence de 
champ Electrique (figure 2A)). 



15 



20 



30 



Exemple 3 : experience d'electrotransfert d'acides nucleiques avec des 
impulsions de faible intensite de champ montrant une tres forte stimulation de 
l'expression du transgene. . .. : ■ >•;...• 



Cette experience est realisee avec des souris C57 Bl/6. Mis a part l'intensite de 
champ electrique des impulsions et leur duree, et le fait que les impulsions sont 
delivrees 25 secondes apres l'injection de l'ADN, les conditions de realisation sont 
celles des exemples precedents. 
25 Les resultats sont montres a la figure 3. La valeur moyenne de l'expression du 

transgene luciferase est nettement augmentee avec une duree d'impulsion de 20 msec a 
100 Volts/cm, et a partir d'une duree d'impulsion de 5 msec a 200 Volts/cm. 

Cette experience montre aussi clairement que la valeur moyenne de l'activite 
luciferase obtenue par electrotransfection de l'ADN dans le muscle est une fonction de 
la duree des impulsions electriques, lorsqu'on emploie des voltages de 200 et 100 
Volts/cm. On note aussi que la dispersion des valeurs est notablement reduite pour les 
groupes de muscles electrotransfectes (figure 3A). En l'absence d'impulsions 
electriques (controle), la SEM represente 77,43% de la valeur moyenne alors que la 
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SEM relative de la moyenne est reduite a 14% (200 Volts/cm, 5 msec), 41,27% (200 
Volts/cm, 20 msec) et entre 30% et 48% pour 1'electrotransfert a 100 Volts/cm de 
champ electrique. 

Dans la meilleure condition de cette experience, on ameliore par un facteur de 
89,7 l'expression du transgene par rapport au controle injecte en I'absence 
d' impulsions electriques. 



Exemple 4 : experience d'electrotransfert d'acides nudeiques dans le muscle a 
10 200 Volts/cm montrant une augmentation de rexpression du transgene d'un 
facteur superieur a 200 

Cette experience est effectuee chez les souris DBA 2, avec des impulsions 
electriques d'une intensite de champ de 200 Volts/cm et de duree variable, les autres 
15 conditions de cette experience etant celles de l'exemple 3. 

Cet exemple confirme qu'a 200 Vplts/cm la transection de l'activite luciferase 
est augmentee a partir d'une duree d'impulsion de 5 msec puis continue a croitre pour 
des durees plus tongues (figures 4, .et 5), La. encore, on observe avec 
l'electrotransfection une reduction de la variabilis inter-individueUe indiquee par la 
SEM par rapport au controle non electrotransfecte (la valeur relative de la SEM est 
egale a 35% pour le controle et 25, 22, 16, 18, 16 et 26% pour des series d'impulsions 
de 1, 5, 10, 15, 20 et 24 msec respectivement). 

Dans la meilleure condition de cette experience, on ameliore par un facteur de 
205 l'expression du transgene par rapport au controle injecte en I'absence 
d' impulsions electriques. 



Exemple 5 : efficacite de 1'electrotransfert d'acides nudeiques en fonction du 
produit «nombre des impulsions x intensite du champ x duree de chaque 
impulsion » 

La figure 5 exemplifie l'importance du parametre correspondant au produit 
« nombre des impulsions x intensite du champ x duree de chaque impulsion ». Ce 
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parametre correspond en fait a l'integrale en fonction du temps de la fonction qui 
decrit la variation du champ electrique. 

La representation en figure 5 des resultats obtenus au cours des experiences 2, 
3 et 4 avec des intensites de champ electrique de 200 V/cm, 100 V/cm ou en absence 
5 des champs electriques montre que l'efficacite de transfection augmente en fonction du 
produit de la duree totale d'exposition au champ electrique par l'intensite de champ. 
Un effet de stimulation est obtenu pour une valeur superieure a 1 kVxmsec/cm du 
produit « champ electrique x duree totale des impulsions ». Selon un mode prefere, 
une stimulation est obtenue pour une valeur superieure ou egale a 5 kVxmsec/cm du 
10 produit « champ electrique x duree totale des impulsions ». 

Dans les exemples qui suivent, l'electrotransfert d'acides nucleiques au moyen du 
precede selon l'invention a ete teste sur differentes tumeurs soit d'origine humaine 
implantee sur des souris nude (immunodeficientes) soit d'origine murine implantees sur 
des souris C57B1/6 (immunocompetentes). 

15 Exemple 6 : experience ^^ d'elecWransfert d'acides nucleiques daris des tumeurs 
pulmonaires humaines H1299 

L'experience est realisee chez la souris nude femelle de 18 a 20g. Les souris 
sont implantees monolateralement avec des greffons de tumeurs H1299 de 20mm 3 . Les 
tumeurs se developpent pour atteindre un volume de 200 a 300mm 3 . Les souris sont 
triees en fonction de leurs tailles tumorales et reparties en lots homogenes. Les souris 
sont anesthesiees avec un melange Ketamine, Xylazine. La solution de plasmide (40ul 
dune solution a 250|xg/ml ADN dans NaCl 20mM, 5% glucose ) est injectee 
longitudinalement au centre de la tumeur a Taide d'une seringue Hamilton. Les faces 
laterales de la tumeur sont enduites de gel conducteur et la tumeur est placee entre les 
deux electrodes. Les electrodes sont des electrodes plates en acier inoxidable distantes 
de 0.45 a 0.7 cm. Un oscilloscope et un generateur d'impulsions 61ectriques 
(rectangulaires ou carrees) du commerce (Electro-pulsateur PS 15, Jouan, France) ont 
ete utilises. 

Dans cet exemple le plasmide utilise est le plasmide pXL3031 (Figure 6) 
comportant le gene codant pour la luciferase (cytoplasmique). U plasmide pXL3031 
est un vecteur derive du vecteur pXL2774 (WO97/10343) dans lequel le gene ]uc+ 
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codant pour la luciferase de Photinus pyralis modifiee (cytoplasmique) provenant de 
pGL3basic (Genbank: CVU47295) a ete introduit sous controle du promoteur 
provenant de la region precoce du cytomegalovirus humain (hCMV IE, Genbank 
HS5IEE) et du signal de poly-adenylation de la region tardive du virus SV40 
5 (Genbank SV4CG). 

Les impulsions electriques sont appliquees a 1'aide d'un generateur 
d'impulsions carrees, 20 a 30 sec apres l'injection. Un oscilloscope permet de 
contr61er l'intensite en Volts, la duree en millisecondes et la frequence en hertz des 
impulsions d61ivrees soit 200 a 800 Volts/cm, 20 msec et 1 hertz. 

10 Pour 1'evaluation de la transfection tumorale, les souris (10 souris par 

conditions) sont euthanasiees 2 jours apres l'injection du plasmide. Les tumeurs sont 
prelevees pesees et broyees dans un tampon de lyse. La suspension obtenue est 
centrifugee afin d'obtenir un surnageant clair. L'activite luciferase est mesuree dans 10 
Hi de surnageant a l'aide d'un luminometre du commerce dans lequel le substrat est 

15 ajoute automatiquement. Les resultats sont exprimes en RLU (Relative light Unit) 
totaux par tumeurs. • 

Dans cet . exemple, deux.series d'experiences ont ete realisees pour determiner 
l'effet de l'intensite du champ electrique sur Tefficacitg de la transfection dansles 
tumeurs pulmonaires humaines H1299. Dans une premiere serie d'experiences, des 
20 intensites de champ electrique de 200 a 500 Volts/cm ont ete testees. Dans une 
deuxieme serie d'experiences, des intensites de champ electrique variant de 400 a 800 
Volts / cm ont ete testees. 
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Exper 


ience 1 


Experience 2 


Volt/cm 


Moycnne 


SEM 


Moyenne 




0 


32,8 


±6,8 


44,7 




200 


129.7 


±39,1 






300 


585,0 


± 134,8 






400 


5 266,6 


± 1 473,8 


8 488,2 


± 3 881.7 


500 






14 201,6 


±6162,6 


600 






7 401,0 


±5 323,1 


800 






11 884,1 


- ±4 048,3 



Tableau 1 : Effet d'impulsions electriques de differentes intensites de champs sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des tumeurs humaines H1299 
5 (carcinomes pulmonaires non a petites cellules); valeurs moyennes +/- SEM de 
l'activite luciferase en RLU par tumeur. Conditions : intensite de champ electrique 
V/cm comme indiquee dans le tableau, 8 impulsions de 20 msec, frequence 1 Hertz. 

On constate , d'apres le tableau 1, que relativement au groupe controle ou 
l'ADN est injecte sans impulsion electrique, le transfert de gene est augmente d'une 
10 maniere dependante de l'intensite du champ electrique de 200 a 400 Volts/cm pour 
atteindre un plateau correspondant au maximum de transfection obtenu des 500 
volts/cm. A des voltages plus eleves (600 et 800 volts/cm), des brulures cutanees ou 
plus profondes sont obtenues sans toutefois diminuer l'expression du transgene. 

L'amplification du transfert de gene obtenue par electrotransfert dans les 
15 tumeurs pulmonaires H1299 est de l'ordre de 240 a 320 fois. 
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Exemple 7 : experience d'electrotransfert d'acides nucleiques dans des tumeurs 
humaines de colon HT29 

Inexperience est realisee chez la souris nude femelle de 18 a 20g. Les souris 
sont implantees monolateralement avec des greffons de tumeurs HT29 de 20mm 3 . Les 
5 tumeurs se developpent pour atteindre un volume de 100 a 200mm 3 . Les souris sont 
triees en fonction de leurs tailles tumorales et reparties en lots homogSnes. Mis k part 
Tecartement des electrodes utilise (0.45 cm), les conditions de realisations sont celles 
de Texemple 6. Les resultats de deux series d'experiences independantes sont presentes 
dans le tableau 2. 

10 





Experience 1 


Experience 2 


Volt/cm 


Moyenne 


SEM 


Moyenne 


SEM 


0 


4,0 


±1,8 


0,6 


±0,3 


400 


16,0 


± 5,4 






500 


14,1 


±7,6 


5,5 


±3,6 


600 


24,2 


±9,2 


14,6 


±6,4 



Tableau 2 : Effet d' impulsions electriques de differentes intensites de champ sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des tumeurs humaines HT29 
(adenocarcinomes de colon); valeurs moyennes +/- SEM de Tactivite luciferase en 
15 RLU par tumeur. Conditions : intensite de champ electrique V/cm comme indiquee 
dans le tableau, 8 impulsions de 20 msec, frequence 1 Hertz. 

Comparativement aux groupes controles sans electrotransfert, Tapplication 
d'un champ electrique d'une intensite de 600 volts/cm permet d'atteindre un taux de 
20 transfection optimal quelque soit le niveau de base de transfection sans 
electrotransfert. L 1 amelioration de la transfection est d'un facteur 6 a 23 fois 
respectivement, et est relativement similaire de 400 a 600 Volts/cm. 
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Exemple 8 : experience d'aectrotransfert d'acides nucleiques dans des 
fibrosar comes murins 

L'experience est realisee chez la souris C57B1/6 de 18 a 20g. Les souris sont 
5 implantees monolateralement avec 1 x 10 6 cellules LPB dans 100\x\ de milieu MEM 
sans serum. Les tumeurs se developent pour atteindre un volume de 100 a 200mm 3 . 
Les souris sont triees en fonction de leurs tailles tumorales et reparties en lots 
homogenes.Les conditions de realisations de l'experience sont celles de l'exemple 6. 

Les resultats de deux series d'experiences independantes sont presentes dans le 
10 tableau 3. 





Experience 1 


Experience 2 


Volt/cm 


Moyenne 


•■■ SEM ■ 


• Moyenne 


SEM 


0 


0,6 


; ±o,3 


0,4 


±0,1 


300 


26,3 


±14,8 


11,6 


±4,6 


400 


42,5 


±31,2 


10,4 


±3,5 


500 


17,0 


±12,8 


6,0 


±1.8 


600 






11,0 


±7,1 



Tableau 3 : Effet d f impulsions electriques de differentes intensites de champ sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des fibrosarcomes murins; valeurs 
15 moyennes +/- SEM de Tactivite luciferase en RLU par tumeur. Conditions : intensite 
de champ electrique V/cm comme indiquee dans le tableau, 8 impulsions de 20 msec, 
frequence 1 Hertz. 
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Comparativement aux groupes controles sans electrotransfert, Implication 
d'un champ electrique d'une intensite de 300 a 600 Volt$/cm permet d'ameliorer le 
transfert de gene d'un facteur 30 £ 70 , quelque soit le voltage applique. 



5 Exemple 9 : experience d'electrotransfert decides nucleiques dans des 
melanomes B16 murins 

L'experience est realisee chez la souris C57B1/6 de 18 a 20g. Les souris sont 
implantees monolateralernent avec des greffons de tumeurs B16 de 20mm 3 . Les 
tumeurs se developpent pour atteindre un volume de 200 a 300mm 3 . Les souris sont 
10 triees en fonction de leurs tailles tumorales et reparties en lots homogenes. 

Les conditions de realisations de l'experience sont celtes de l'exemple 6. 
Les resultats sont presentes dans le tableau 4. 





Experience 1 


Volt/cm 


Moyenne 


SEM 


0 


1,3 


±0,7 


300 


14,3 


±7,6 


500 


32,2 


±12,6 


600 


17,2 


±6,2 



15 Tableau 4 : Effet d 1 impulsions electriques de differentes intensites de champ sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des melanomes murins B16; valeurs 
moyennes +/- SEM de Tactivite luciferase en RLU par tunneur. Conditions : intensite 
de champ electrique V/cm comme indiquee dans le tableau, 8 impulsions de 20 msec, 
frequence 1 Hertz. 
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Comparativement au groupe controle sans electrotransfert, 1'application cTun 
champ electrique d'une intensite de 500 Volts/cm permet d'ameliorer le transfert de 
gene d'un facteur 24. 



5 ExemplelO : experience d' electrotransfert d'acides nucleiques dans des 
turn eurs 3LL murines 

L'experience est realisee chez la souris C57BV6 de 18 a 20g. Les souris sont 
implantees monolateralement avec des greffons de tumeurs 3LL de 20mm 3 . 

La taille des tumeurs transferees obtenues cinq jours apres I'implantation est 
10 de 30 mm 3 . Les conditions de realisations de l'experience sont celles de l'exemple 6. 
Les resultats sont presentes dans le tableau 5. 



Volt/cm 


Moyenne 


• SEM 


0 


0,1 


±0,04 


300 


3.7 


±2,9 


500 


470,5 


± 237,6 


600 


53,3 


±23,9 



Tableau 5 : Effet d'impulsions electriques de differentes intensites de champ sur la 
transfection d'ADN plasmidique pXL 3031 sur des carcinomes pulmonaires murins 
3LL; valeurs moyennes +/- SEM de Tactivite luciferase en RLU par tumeur. 
Conditions : intensite de champ electrique V/cm comme indiquee dans le tableau, 8 
impulsions de 20 msec, frequence 1 Hertz. 



L'application d'un champ electrique d'une intensite de 500 Volts/cm permet 
d'augmenter Texpression du transgene d'un facteur 3885. 



WO 99/01157 



29 



PCT/FR98/01399 



Ces resultats remarquables sont a mettre en relation avec le fait que ces 
tumeurs sont tres peu transfectables par l'ADN lorsque l'ADN est simplement injecte 
sans electrotransfert. 



5 Exemple 11 : experience d'electrotransfert d'acides nucleiques dans des tumeurs 
pulmonaires humaines H1299, effet sur la secretion dans le plasma de la 
phosphatase alkaline humaine secretes 

Dans cet exemple, l'ADN pXL3010 (figure 6) utilise est un ADN plasmidique 
comportant le gene codant pour la phosphatase alkaline humaine placentaire secretee. 

10 Le plasmide pXL3010 est un vecteur derive de ColEl dans lequel le gene 

codant pour la phosphatase alcaline secretee provenant de pSEAP-basic (Clontech, 
Genbank: CVU09660) a ete introduit sous controle du promoteur CMV provenant du 
plasmide pCDNA3 (Inyitrogen, Pays-Bas) et du signal de poly-adenylation de la 
region tardive du virus SV40 (Genbank SV4CG). 

15 L'experience est nealisSe chez la souris nude de 18 a 20g. Les souris sont 

implantees monolateralement avec des greffons de tumeurs HI 299 de 20mm 3 . Les 
tumeurs se developpent pour atteindre un volume de 200 a 300mm 3 . Les souris sont 
triees en fonction de leurs tailles tumorales et reparties en lots homogenes. 

Les tumeurs sont transferees dans les conditions de realisations de Texemple 6 
20 avec cependant une seule condition de voltage soit de 500 Volts/cm, 20 msec et 1 
hertz. 

Les dosages de la phosphatase alkaline sont realises dans le plasma a Taide du 
kit Phospha-light (Tropix) au jour Jl, J2 et J8 apres la transfection avec ou sans 
electrotransfert. Les resultats sont presentes dans le tableau 6. 
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Phosphatase alkaline dans le plasma 


Prelevement 


0 Volt/cm (MOY+/- SEM) 


500 Volts/cm (MOY+/- SEM) 


Jl 


1,42±0, 07 


8, 90 ± 1, 74 


J2 


1,40 ±0,01 


9, 04 ± 1, 55 


J8 


1,31 + 0,01 


1, 67 + 0, 12 



5 Tableau 6 : Effet d'impulsions electriques de differentes intensites de champ sur la 
secretion d'une proteine exogene: la phosphatase alkaline humaine secretee suite a la 
transfection d 1 ADN plasmidique pXL 3010 dans des tumeurs humaines H1299; 
valeurs moyennes +/- SEM de phosphatase alcaline (ng/ml). Conditions : intensite de 
champ electrique V/cm comme indiquee dans le tableau, 8 impulsions de 20 msec, 
10 frequence 1 Hertz. 

L'ensemble des resultats presentes dans les exemple 6 a 11 montrent que 
Telectrotransfert d'acides nucleiques dans les conditions du procede selon 1'invention 
permet d'augmenter de fa$on remarquable le niveau d'expression du transgene, dans 
15 differents type de tumeurs. De phis , dans le cas d'un transgene codant pour une 
proteine secretee, Tadministration intratumorale du plasmide par electrotransfert 
permet d'augmenter significativement la concentration plasmatique de la proteine 
secretee. 



Exemple 12 ; effet de Taugmentation de la duree des impulsions 
electriques. 



Cet exemple illustre que Ton peut augmenter la duree unitaire des impulsions 
bien au dela des valeurs testees dans l'exemple 4. 
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Cette experience est realisee avec des souris C57B1/6. Le plasmide utilise est 
le plasmide pXL2774, la quantite d'ADN administree est de 15 ptg. L'electropulsateur 
utilise pour delivrer les impulsions electrique d'une duree superieure & 20 msec est un 
electropulsateur du commerce (Genetronics, modele T 820, USA, San Diego, CA). 
5 Les impulsions electriques sont de nombre et de duree variable mais d'une intensity de 
champ constante de 200 Volts/cm ; les autres conditions de cette experience sont 
celles decrites dans l'exemple 1. Les resultats sont presentes dans le tableau 7. 



duree 
Impulsion 
(msec) 


0 


1 


5 . 


10 


20 


30 


40 


50 


60 


80 


Experience A 
8 impulsions 


11 
±5 


39 
±6 


211 
±26 


288 
±46 


1158 
±238 


1487 
±421 


2386 
±278 








Experience A 
4 impulsions 


11 
±5 


26,8. 
±6 


123 
±17 


246 
±32 


575 
±88 


704 
±130 




3440 
±1077 






Experience B 
4 impulsions 


15 
±8 












2885 
±644 




2626 
±441 


1258 
±309 



Tableau 7 : valeurs moyennes +/- SEM de l'activite luciferase en millions de 
RLU par muscle . N = 10 pour chaque groupe. Conditions electrotransfert : intensite 
de champ 200 V/cm, 8 ou 4 impulsions (duree unitaire variable), frequence 1 Hz. 



On constate une augmentation de Texpression du transgene avec Tallongement 
de la duree unitaire des impulsions (au moins jusqu'a 40 msec pour une serie de 8 
impulsions et au moins jusqu'a 50 msec pour une serie de 4 impulsions d'une intensite 
de 200 Volts/cm). Cet exemple montre que Toptimum de la duree des impulsions 
depend du nombre d'impulsions utilisees et que la duree unitaire des impulsions peut 
atteindre au moins 80 msec, cette valeur de duree n'etant pas limitative. 
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Exemple 13 : efficacite de I'electrotransfert en fonction du nombre 
d 'impulsions electriques 

Cette exemple met en evidence 1'effet de Taugmentation du nombre 
d'impulsions electriques sur l'efficacite du transfert d'acides nucleiques. 

Cette experience est realisee avec des souris C57B1/6. Le plasmide utilise est 
le plasmide pXL 2774, la quantit6 d'ADN administree est de 15 (xg. Les impulsions 
electriques sont variables en nombre. La duree de chaque impulsion est de 20 msec. 
L'intensite de champ est de 200 Volts/cm. Les autres conditions de cette experience 
sont celles decrites dans l'exemple 1. Les resultats sont presentes dans le tableau 8. 



Nombre 


0 


1 


2 


4 


6 


8 


12 


16 


impulsions 


















70 


147 


281 


. 439 


678 


819 


929 


890 


RLU total 


±56 


±26 


±46 


j ±50: 


±129 


±73 


±169 


±137 



Tableau 8 : yaleurs moyennes +/- SEM de l'activite luciferase en millions RLU 
par muscle. N = 10 par groupe. Conditions : intensite de champ 200 V/cm, nombre 
variable d'impulsions de 20 msec, frequence 1 Hz. 



15 On observe que I'expression de la luciferase augmente de maniere tres 

importante des l'application d'une seule impulsion, et qu'eUe continue d'augmenter en 
fonction du nombre d'impulsions. II apparait ainsi que la variation du nombre 
d'impulsions delivrees est un moyen de moduler l'efficacite du transfert d'acides 
nucleiques et d'ajuster le niveau d'expression du transgene. 

20 On confirme egalement une diminution de la variabilis de la reponse mise en 

evidence par la diminution de la valeur de la SEM par rapport a la moyenne pour tous 
les groupes soumis a relectrotransfert. 
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Exemple 14 : effet de I'augmentation de la frequence des impulsions 
electriques. 

Cet exemple montre que I'augmentation de la frequence des impulsions permet 
de maniere inattendue d'ameliorer l'efficacite de la transection. D'autre part et dans 
5 une perspective clinique, I'augmentation de la frequence doit ameliorer le confort du 
patient en diminuant la duree totale du traitement. 

Cette experience est realisee avec des souris C57B1/6. Le plasmide utilise est 
le plasmide pXL 2774, la quantite d'ADN administree est de 15 ^g. La frequence des 
impulsions electriques est variable (de 0,1 a 4 Hertz). La duree de chaque impulsion 
10 est de 20 msec, i'intensite de champ est de 200 Volts/cm, les autres conditions de 
cette experience sont celles decrites dans l'exemple 1. Les resultats sont presentes 
dans le tableau 9. 



Frequence 
Hertz 


0 


0,1 


0,2 


0,5 


1 


2 


3 


4 


Experience A 
8 impulsions 


5 

±2 ? 


54 
±13 


95 
±16 


405 
±60 


996 
±156 


1528 
±257 






Experience A 
4 impulsions 




114 
±14 


163 
±24 


175 

±26 


337 
±53 


587 
±90 






Experience B 
8 impulsions 


21 
±14 








1294 
±189 


2141 
±387 


3634 
±868 


2819 
±493 


Experience B 
4 impulsions 










1451 
±228 


1572 
±320 


1222 
±126 


2474 
±646 



Tableau 9 : valeurs moyennes +/- SEM de l'activite luciferase en millions de 
RLU par muscle. N = 10 pour chaque groupe. Conditions : intensite de champ 200 
V/cm, 8 ou 4 impulsions de 20 msec. , frequence variable. 
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Les resuhatsobtenus dans l'experience «A» , tableau 9 montrent que les 
frequences plus elevees (>1 Hz) sont plus efficaces que les frequences faibles qui 
correspondent a une duree plus longue entre deux impulsions consecutives (10 
secondes a 0.1 Hertz). L'efficacite de la transfection augmente avec la frequence sur 
5 la plage de valeurs testees de 0.1 a 4 Hertz pour 4 impulsions et de 0.1 a 3 Hertz pour 
8 impulsions. 



Exemple 15 : effet de l'application d'un champ electrique variant selon 
une exponentielle decroissante en fonction du temps. 

10 Cette exemple met en evidence l'effet de l'application d'un champ electrique 

variant selon une exponentielle decroissante sur l'efficacite du transfert d'acides 
nucleiques. 

Cette experience est realisee avec des souris C57B1/6. 

Le plasmide utilise est le plasmide pXL 3031. Le plasmide pXL3031 (Figure 
15 12) est un vecteur derive du plasmide pXL2774,(WO97/10343) dans lequel le gene 
lyc+ codant pour la luciferase de Photinus pyralis modifiee (cytoplasmique) provenant 
de pGL3basic (Genbank: CVU47295) a ete introduit sous controle du promoteur 
provenant de la region precoce du cytomegalovirus humain (hCMV IE, Genbank 
HS5IEE) et du signal de poly-adenylation de la region tardive du virus SV40 
20 (Genbank SV4CG). La quantite d'ADN administree est de 10 ug. 

Le generateur d'impulsions electriques utilise permet de delivrer des 
impulsions d'une intensite de champ electrique variant selon une exponentielle 
decroissante en fonction du temps (electropulsateur Equibio, modele easyjectT phis, 
Kent UK). Le voltage impose est le voltage au pic de 1'exponentieUe. Le deuxieme 
25 parametre ajustable est la capacitance (^Farads) qui permet de faire varier la quantite 
d'energie delivree et la constante de temps de I'exponentielle. Les resultats sont 
presentes dans le tableau 10. 
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Capa uF 
150 


Capa |iF 
300 


Caoa up 
450 


V-'Ctpd [IF 

600 


i~apa |Xr 
1200 


Capa |iF 
2400 


Capa 
3000 


40 V/cm 














11 


100 V/cm 








16,5 


2,8 


6,5 


23,9 


150 V/cm 








1,8 


3,5 


6,1 




200 V/cm 




5,1 




15,8 


18.8 


121,5 


189,7 


300 V/cm 


32,1 


90,5 


48,7 


760,4 


56,2 






400 V/cm 




795 












600 V/cm 


62 














800 V/cm 


3,1 


i.i 













Tableau 10 : farteur d'augmentation de l'expression (activit6 luciferase) 
obtenu par application d'une impulsion a decroissance exponentielle. Le facteur 
5 d'augmentation est calcule par reference a l'activite luciferase obtenue avec 
l'aclministration du plasmide pXU031 sans electrotransfert. (valeurs moyennes du 
facteur d'augmentation, N = 4 a 6 par condition). 



A titre comparatif, le facteur d'augmentation de l'expression obtenu pour le 
10 transfert de pXL3031 en presence d'un champ electrique avec des impulsions de 
formes carrees (intensite de champ de 200 V/cm, 8 impulsions de 20 msec, a une 
frequence de 1 Hertz) etait de 44 dans la meme experience. 

Ces resultats montrent que l'on peut utiliser des impulsions electriques de 
forme carree ou d'une intensite decroissant de maniere exponentielle en fonction du 
15 temps. De plus, dans ce dernier cas, une augmentation importante de l'expression 
peut etre obtenue pour une valeur de champ faible et une capacitance elevee (e.g. 200 
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V/cm, capacitance 3000 p,Farad) ou une valeur de champ elevee et une capacitance 
faible (e.g. 400 V/cm, capacitance 300 (aFarad). 



Exemple 16 : effet de la combinaison dune impulsion breve de voltage 
5 eleve et de plusieurs impulsions longues de voltage faible. 

Cet exemple montre que le champ electrique delivre peut etre une combinaison 
d'au moins un champ compris entre 500 et 800 Volts/cm pendant une courte duree, 
par exemple 50 ou 100 usee, et d'au moins un champ faible ( < lOOVolts/cm) pendant 
une duree plus tongue, par exemple > 1 msec et jusqu'a 90 msec dans cette 
10 experience. 

Les valeurs de champ electrique faible sont ici de 80 V/cm appliquees en 4 
impulsions d'une duree de 90 msec avec une frequence de 1 Hertz. Pour cette 
experience deux electropulsateurs sont utilises. Les impulsions electriques sont 
appliquees par l'un puis l'autre appareil. le changement s'effectuant eh moins d'une 
15 seconde a l'aide d'une commande manuelle. 

Le plasmide utilise est le plasmide pXL3031. La quantite d'ADN adrninistree 
est de 3 \ig. Les valeurs de champ electrique sont indiquees dans le tableau 11 ; les 
autres conditions de cette experience sont ceUes decrites dans l'exemple 1. 



Conditions d'application 
du champ electrique 


Experience 1 
(3 fig pXL3031) 


Experience 2 
(3ngpXL3031) 


Controle (absence de champ electrique) 


320 +/-126 


75 +/- 27 


Al : 500 V/cm , 1 x 0,1 msec 




169 +/-63 


A3 : 800 V/cm , 1 x 0,1 msec 


416 +/- 143 


272 +/- 84 


B: 80 V/cm ,4x90 msec 


1282 +/-203 


362,21 +/- 85.17 


Conditions Al puis B 




1479 +/-276 


Conditions A3 puis B 


3991 +/-418 


1426 +/- 209 


Conditions B puis A3 




347 +/- 66 



20 Tableau 11 : valeurs moyenne +/- SEM de l'activite luciferase en millions de 

RLU par muscle. N = 10 muscles par groupe. 
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Le tableau 11, resumant les resultats obtenus pour deux series d'experiences, 
montre qu'une breve impulsion de voltage eleve ou que quatre impulsions successive^ 
tongues et de faible voltage ameliorent peu la transfection relativement au groupe 
5 controle ayant recu une injection de pXL3031 mais non soumis a un champ electrique. 
II en est de meme lorsque les impulsions de champ faible sont appliquees avant 
l'impulsion de champ eleve. 

Par contre, dans les deux series d'experiences, la combinaison d'une breve 
impulsion de haut voltage suivie de quatre impulsions successives tongues et de faible 
10 voltage augmente tres nettement 1 'eff icacite du transfert de l'ADN. 

Les resultats obtenus dans les exemples 1 et 2 ont montre que 8 impulsions de 
600, 800 ou 1200 volts d'une duree unitaire de 1 msec a 1 Hz etaient lesionnelles et 
inhibaient la transfection. Les resultats obtenus dans l'exemple 16 montrent que, dans 
des conditions particulieres. il est possible d'utiliser des intensites de champ de voltage 
15 elevees de facon non lesionnefle, en effet d'uri point de vu macroscopique les muscles 
ne sont jamais visiblement aiteres. ^utilisation de champs electriques elev6s de duree 
breve combines a des champs faibles de duree plus tongue apparait comme un moyen 
supplemental de moduler 1'efficacite du transfert de l'ADN. 



20 Exemple 17 : Effet du moment d'injection de l'acide nucleique par 

rapport a I'application du champ electrique. 

Cet exemple illustre le fait que l'acide nucleique peut etre adrninistre au moins 
30 minutes, et meme au moins une heure, avant I'application du champ electrique. 

Cette experience est realisee avec des souris C57B1/6. Le plasmide utilise est 
le plasmide pXL 2774. La quantite d'ADN adrninistree est de 15 ou 1,5 ^g. 
L'injection d'ADN est suivie, ou precedee, de Implication d'un champ electrique dans 
les conditions suivantes : intensite 200 V/cm , 8 impulsions de 20 msec, frequence 1 
Hz. Les autres conditions de cette experience sont celles decrites dans l'exemple 1. 
Un groupe controle est constitue d'animaux ayant recu une injection du plasmide mais 
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n'ayant pas ete soumis aux impulsions electriques. Les resultats sont presentes dans le 
tableau 12 



Tableau 12 A : Injection ADN en absence de champ electrique 





Exp 1 

pXL2774 
(15 \ig) 


Exp 2 

pXL 2774 
15 Mg) 


Exp 3 

pXL 2774 
(1-5 Kg) 


Exp 4 

pXL2774 
(15 pg) 


Exp 5 

pXL2774 
(1.5 Mg) 


Controle 


7±4 


8±6 


0,4 ±0,2 


22 ±15 


1±1 


Tableau 12 B : Inj 


ection ADN avant application du champ electrique 




temps 


Exp J 


Exp 2 


Exp 3 


Exp 4 


Exp 5 


- 120 min 








20±5 


2±1 


- 60 min 








106 ± 22 


10±3 


- 30 min 


303136 


237 ±61 


7±3 


184 ±22 


15±4 


- 5 min 


410 ±7 










-60 sec 


253 ±51 










- 20 sec 


492 ± 122 


201 ±43 


9±3 


123 ± 23 


12±2 


Tableau 12 C : Inj< 


action ADN apres application du champ electrique 


temps 


Expl 


Exp 2 


Exp 3 


Exp 4 


Exp 5 


+ 10 sec 








7±7 




+ 20 sec 


11 ±6 


0,4 ±0,1 








+ 60 sec 


8±7 






17 ±15 





Tableau 12 : valeurs moyennes +/- SEM de l'activite luciferase en millions de 
5 RLU par muscle. N = 10 muscles par groupe. 
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La presence de l'ADN au moment de l'application du champ electrique est une 
condition de 1'efficacite de relectrotransfection. De facon remarquable, il est observe 
que 1'injection du plasmide peut etre realisee au moins 30 minute et meme 1 heure 
(experiences 4 et 5) avant Implication du champ electrique et ce, sans modification 
5 notable du niveau d'expression. Un resultat similaire est obtenu aussi bien avec avec 
une dose de 15 ng de plasmide par muscle qu'avec une dose 10 fois plus faible de 1 5 
Hg- 

Ces observations permettent notamment d'envisager de multiples injections a 
des temps variables du meme plasmide, ou de differents plasmides, dans le muscle 
10 prealablement a l'application du champ electrique. II est egalement possible de faire de 
multiples injections sur une zone etendue du muscle puis d'appliquer une serie 
d 'impulsions electriques sur l'ensemble du territoire injecte a trailer. 



15 



20 



Exemple 18 : transfer! d'un gene codant pour I'erythropoietine (EPO) 

Des souris C57BV6 adultes orit resu, dans le muscle tibial cranial et de maniere 
unilaterale. une injection de plasmide; pXL3348. Le plasmide pXL3348 (Figure 16) est 
un vecteur derive du plasmide pXL2774 dans lequel le gene murin de 
rerythropoietine (NCBI : 193086) a ete introduit sous contr61e du promoteur 
provenant de la region precoce du cytomegalovirus humain (hCMV IE) et du signal 
de poly-adenylation de la region tardive du virus SV40 (Genbank SV4CG). 

Les conditions d'electrotransfert sont les suivantes : intensite champ electrique 
200 V/cm, 8 impulsions de 20 msec, frequence 1 Hz. Le champ electrique est 
applique immediatement apres injection de l'ADN plasmidique. 
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Erythropoietine serique 
(mlU/ml) 
aJ7 


Erythropoietine serique 
(mlU/ml) 
aJ24 1 


Plasmide 


Electrotransfert 


Electrotransfert 
-f 


Electrotransfert 


Electrotransfert I 


pXL3348 
(1 Itt) 


0 


3,0 ± 1,6 


0 


+ 

1,12 ±0,8 


pXL3348 
(10 ng) 


0.9 ± 0,9 


61,8 + 15,8 


0 


74,1 ± 28,9 


pUCl9 
(1 Ug) 




0 




0 




Hematocrite % 
Prelevement a 37 


Hematocrite % 1 
Prelevement a J24 


Plasmide 


Electrotransfert 


Electrotransfert 
+ 


Electrotransfert 


Electrotransfert 1 


PXL3348 


38,5 ± 0,5 


35,0 ±3,6 


50,8 ± 2,3 


+ 

81 ±0,5 


pXL3348 
(lOMfi) 


32,0 ± 3,2 


26,0 ±4,1 


69,0 ± 5,1 


83,0 ±1,0 


PUC 19 

dws) 




30,8 ±2,3 




43,2 ±0,9 



Tableau 13 : valeurs moyennes ± SEM, N = 4 a 5. 



On observe, avec Telectrotransfert, une tres nette augmentation de la quantite 
d erythropoietine dans le sang a J7 et J24 pour radministration de 10 de P XL3348. 
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De plus, Teffet physiologique de ^augmentation d'erythropoietine qui se traduit par 
une augmentation de rhematocrite est tres important (85 %), d* J7 et ce , meme pour 
une tres f aible quantite de plasmide (1 y.g) . 



10 



15 



20 



Exemple 19 : Effet de I 'electrotransfert sur regression de transgenes 

vaccinaux 

Cet exemple met en evidence que le procede selon Tinvention est egalement 
applicable au transfer! de genes codant pour des polypeptides d'inter* vaccinal. 

L'experience est realisee chez des souris Balb/c femelles agees de 9 semaines 
Us electrodes utilisees sont des electrodes plates en acier inoxydable distantes de 5 
rmn. U VR-HA est un ADN plasmidique comportant le gene de 1'hemagglutinine du 
vu-us de la grippe (souche A/PR/8/34). U VR-gB est un ADN plasmidique 
comportant ,e gene de la glycoproteine B (gB) du cytomegalovirus humain (soul 



NaCl 0^7 1 f 7' C " d UneS ° IUti0n * 20 « ou 200 w /ml dans 
NaCl 0 9 Ad est mjectee longitudinalemerit a travers la peau dans le muscle tibial 
crantal de maniere unilateral. Us impulsions electees sont appliquees 20 sec 
apres ladnunitf ration du plasmide, perpendiculairement a 1'axe du muscle a 1'aide 
dun generates d'impulsions carrees ( intensite champ electrique 200 V/cm 8 
impulsjons consecutives d'une duree de 20 msec, frequence 1 Hz). 

Pour revaluation de k stimulation de la reponse immunitaire, le protocole 
a immunisation suivant a ete suivi : 

J 0 prelevement du serum preimmun 

J 1 primo-injection, plus ou moins electrotransfert 

25 3 2 prelevement du serum immun 



J2 



injection de rappel, plus ou moins electrotransfert 
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J 42 prelevement de serum immun 
J 63 prelevement de serum immun 



Les pavements sanguins sent effect^ au niveau du sinus retro-orbital Les 
dosages des anticorps specifies sent Valises par ELISA. Chaque condition 
expenmentale est testee sur 10 animaux injectes en unilateral. 

Les resultats concernant les titres en anticorps diriges centre l^magglutinine 
du virus de la grippe sont presents dans le tableau 14 A. 



10 



15 





Electrotransfe 
it 


JO 


J21 


J42 


J63 


VR-HA (1 Mg ) 
VR-HA (1 ng) 

(p) 


+ 


<50 
<50 


132 ± 739 
1,121 ± 1237 
(0,0135) 


1201 ±4380 
10441 ± 7819 
(0,0022) 


1314 ±2481 
8121 ± 5619 
(0,0033) 


VR-HA (10 
Mg) 

VR-HA (10 
Hg) 

(P) 


+ 


<50 

<50 


...781 ±666 
4153 ± 2344 
(0,0002) 


5113 ± 16015 

74761 + 
89228 

(0,0005) 


4673 ± 8238 

41765 ± 
52361 

(0,0007) 



Tableau 14-a : titres en anticorps diriges contre 1'hemagglutinine du virus de la 
gnppe. obtenus apres injection de 1 ou 10 w d'ADN (VR-HA) en absence ou en 
P^sence d'impulsions electriques. Us resultats sont les moyennes geometries de 
10 anunaux (8 animaux pour le groupe injecte avec 1 M g d'ADN en presence 
d unpulsions electriques et preleves a J63) ± ecart-type. La valeur de p a ete obtenue 
par comparaison deux a deux des groupes injectes en presence et en absence 
d mvutaoos electriques en utilisant le test non paramStrique de Man-Whitney 
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Ces resultats montrent que les titres en anticorps diriges centre 
Ihemagglutinine du virus de la grippe sent augmentes d'un facteur 10 environ dans les 
groupes soumis aux impulsions 61ectriques. Ainsi les souris ayant recu 1 M d'ADN en 
presence d'impulsions electriques presented un titre moy en en anticorps legerement 

r^ql' ^ ^ S0UriS ^ ^ 10 M ^ Cn abS6nce d '-^on 

L*s resultats concemant les titres en anticorps diriges centre la gl yc0 p ro teine 
du cytomegalovmis humain sont presentes dans le tableau 14 B. 



10 





Electrotransfe 
rt 


JO 


J 21 


J 42 


J 63 


VR-gB (10 jig) 
VR-gB (10 Hg) 
(P) 


:''•' + 


<50 
<50 


73 ± 138 
200 ±119 
(0,0558) 


755 ± 1766 
3057 ± 1747 
(0,0108) 


809 ± 1363 
.2112 ± 1330 
(0,0479) 



15 



Tableau 14 B : titres en anticorps diriges centre la glycoprotein B (gB) du 
cytemagalovirus humain obtenus apres injection de 10 ng d'ADN (VR-gB) en 
absence ou en presence d'impulsions electriques. Les resultats sent , es moyennes 
geometnques de 10 animaux (9 animaux pour ,e greupe injecte en presence 
d pulsions electriques) ± ecart-type. U valeur de p a ete obtenue par common 
deux a deux des groupes injectes en presence et en absence d'impulsions electriques 
en uuhsant le test non parametrique de Man-Whitney. 

Ces resultats montrent que les titres en anticorps diriges centre la 
20 glycoprotein B du cytomegalovirus humain sent augmentes d'un facteur 4 a J42 
dans le groupe soumis aux impulsions electriques. On note egalement que le" 
coeffiaent de variation est en moyenne trois fois plus faible dans ,es groupes 
a animaux soumis aux impulsions electriques. 
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Revendications 

5 1) Procede de transfert d'acide nucleique dans des cellules d'organismes 

eucaryotes pluricellulaires in vivo dans lequel les cellules des tissus sont mises en 
contact avec l'acide nucleique a transferer par administration directe dans le tissu ou 
par administration topique ou systernique et dans lequel le transfert est assure par 
application auxdits tissus d'une ou plusieurs impulsions electriques d'une intensite 

10 comprise entre 1 et 600 volts/cm. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les cellules des 
tissus ont des geometries particulieres (grande taille et/ ou forme allongee et/ou 
repondant naturellement a des potentiels d'action electriques et/ ou ayant une 

15 morphologie specif ique. 

3) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Tintensite du 
champ est comprise entre 200 et 600 yolts/cm. 

20 4) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Tintensite du 

champ est d'environ 500 volts/cm. 

5) Procede selon Tune des revendications 1 k 4 caracterise en ce que la 
duree totale d'application du champ electrique est superieure a 10 millisecondes. 

25 

6) Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que 
1' application au tissu du champ electrique comprend une ou plusieurs impulsions de 
frequence reguliere. 



30 7) Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que Tapplication au 

tissu du champ electrique comprend entre 1 et 100 000 impulsions de frequence 
comprise entre 0,1 et 1000 hertz. 
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8) Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les 
impulsions electriques sont delivrees de fa?on irreguliere les unes par rapport aux 
autres et en ce que la fonction decrivant Tintensite du champ electrique en fonction du 
temps d'une impulsion est variable. 

5 

9) Procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que 
T integrate de la fonction decrivant la variation du champ 61ectrique avec le temps est 
superieure a 1 kVxmsec/cm. 

10 10) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que cette integrate 

est superieure ou egale a 5 kVxmsec/cm. 

11) Procede selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que les 
impulsions electriques sont choisies parmis les impulsions a ondes carrees, les champs 

15 electriques generant des ondes a decroissance exponentielle, des ondes unipolaires 
oscillantes de duree limitee, des ondes bipolaires oscillantes de duree limitee, ou 
d'autres formes d'ondes. 

12) Procede selon l'une des revendications 1 a 11, caracterise en ce que les 
20 impulsions electriques comprennent des impulsions k ondes carrees. 

13) Procede selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que les 
impulsions electriques sont appliquees avec des electrodes placees de part et d'autre 
du tissu a traiter ou placees au contact de la peau. 

25 

14) Proc6de selon Time des revendications 1 & 12, caracterise en ce que les 
impulsions electriques sont appliquees avec des electrodes introduces a Tinterieur du 
tissu a traiter. 

30 15) Procede selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce que 

Tacide nucleique est injecte dans ie tissu. 
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16) Procede selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce que 
l'acide nucleique est injecte par voie systemique. 

17) Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que l'acide 
5 nucleique est injecte par voie intra-arterielle ou intra-veineuse. 

18) Procede selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce que 
l'acide nucleique est administre par voie topique, cutanee, orale, vaginale, intranasal, 
sous cutanee ou intra-oculaire. 

10 

19) Procede selon Tune des revendications 1 a 18, caracterise en ce que 
l'acide nucleique est present dans une composition contenant, en outre, des excipients 
pharmaceutiquement acceptables pour les differents modes d' administration. 

15 20) Composition selon la revendication 19, adapte a T administration 

parenterale. 

21) Procede selon Tune des revendications 1 a 20, caracterise en ce que 
1 * acide nucleique est un acide desoxyribonucleique, 

20 

22) Procede selon Tune des revendications 1 a 20, caracterise en ce que 
l'acide nucleique est un acide ribonucleique. 

23) Procede selon Tune des revendications 1 a 22, caracterise en ce que 
25 l'acide nucleique est d'origine synth&ique ou biosynthetique, ou extrait d'un virus ou 

d'un organisme procaryote ou eucaryote unicellulaire ou pluricellulaire. 

24) Procede selon la revendication 23, caracterise en ce que l'acide 
nucleique administre est associe a tout ou partie des composants de Torganisme 

30 d 'origine et/ou du systeme de synthese. 

25) Procede selon Tune des revendications 1 a 24, caracterise en ce que 
l'acide nucleique code pour un ARN ou une proteine d'interet. 
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26) Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que TARN est un 
ARN catalytique ou antisens. 

5 27) Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que Tacide 

nucleique code pour une proteine choisie parmi les enzymes, les derives sanguins, les 
hormones, les lymphokines, les cytokines, les facteurs de croissance, les facteurs 
trophiques, les facteurs angiogeniques, les facteurs neurotrophiques, les facteurs de 
croissance osseuse, les facteurs hematopoietiques, les facteurs de coagulation, les 
10 antigenes et les proteines impliquees dans le metabolisme des acides amines, des 
lipides et des autres constituants essentiels de la cellule. 

28) Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que Tacide 
nucleique code pour les facteurs angiogeniques VEGF et FGF, les facteurs 

15 neurotrophiques BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, NT3, NTS, la proteine Gax, 
l'hormone de croissance, Ta- 1-antitrypsine, la calcitonine, la leptine et les 
apolipoproteines, les enzymes de biosynthese des vitamines, des hormones et des 
neuromediateurs. . 

29) Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que Tacide 
nucleique code pour un anticorps, un fragment variable d'anticorps simple chaine 
(ScFv) ou tout autre fragment d'anticorps possedant des capacites de reconnaissance 
dans un but d'immunotherapie, ou code pour un recepteur soluble, pour un peptide 
agoniste ou antagoniste d'un recepteur ou d'une proteine d'adhesion, pour une 
proteine artif icielle, chimerique ou tronquee. 

30) Procede selon la revendications 29, caracterise en ce que Tacide 
nucleique code pour un anticorps antiidiotype, un fragment soluble du recepteur CD4 
ou du recepteur du TNFa ou du recepteur de T acetylcholine. 

30 

31) Procede selon Tune des revendications 27 a 30, caracterise en ce que 
Tacide nucleique code pour un precurseur d'une proteine therapeutique. 



20 



25 
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32) Procede selon Tune des revendications 1 a 31, caracterise en ce que 
l'acide nucleique est sous forme d'un plasmide. 

33) Procede selon Tune des revendications 1 a 31, caracterise en ce que 
5 l'acide nucleique contient un gene de grande taille et/ou des introns et/ou des elements 

regulateurs de petite ou de grande taille. 

34) Procede selon Tune des revendications 1 a 31, caracterise en ce que 
l'acide nucleique est un ADN episomal ou un chromosome artificiel de levure ou un 

1 0 minichrornosome. 



35) Procede selon Tune des revendications 1 a 34, caracterise en ce que 
l'acide nucleique contient des sequences permettant et/ou favorisant l'expression du 
transgene dans le tissu. 

15 

36) Procede selon Tune des revendications 1 a 35, caracterise en ce que 
l'acide est associe a tout type de vecteurs ou a toute combinaison de vecteurs 
permettant d'ameliorer le transfert d'acide nucleique tels que des virus, des agents 
synthetiques ou biosynthetiques, ou encore des billes propulsees ou non. 

20 

37) Procede selon Tune des revendications 1 a 36, caracterise en ce que le 
tissu est soumis a un traitement visant a ameliorer le transfert de gene, un traitement 
de nature pharmacologique en application locale ou systemique, ou un traitement 
enzymatique, permeabilisant, chirurgical, mecanique, thermique ou physique. 

25 

38) Procede selon Tune des revendications 1 a 36, caracterise en ce qu'il 
permet de faire produire par le tissu un agent a des doses physiologiques et/ou 
therapeutiques, soit dans les cellules musculaires, soit secrete. 



30 



39) Procede selon Tune des revendications 1 & 38, caracterise en ce qu'il 
permet de moduler la quantite de transgene exprime en modulant le volume de tissu 
transfecte. 
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40) Procede selon la revendication 39, caracterise en ce qu'il permet de 
moduler le volume de tissu transfecte par l'utilisation de sites multiples 
d' administration. 

5 41) Procede selon Tune des revendications 1 a 40, caracterise en ce qu'il 

permet de moduler la quantite de transgdne exprime en modulant le nomhre, la forme, 
la surface et la disposition des electrodes, et en variant l'intensite de champ, le 
nombre, la duree, la frequence et la forme des impulsions, ainsi que la quantite et le 
volume d' administration de l'acide nucleique. 

10 

42) Procede selon Tune des revendications 1 a 41, caracterise en ce qu'il 
permet de controler la localisation des tissus transfectes par le volume de tissu soumis 
aux impulsions electriques locales. 

15 43) Procede selon Tune des revendications 1 a 42, caracterise en ce qu'il 

permet un retour a la situation initiale par l'ablation de la zone de tissu transfectee. 

44) Acide nucleique et champ electrique d'une intensite comprise entre 1 et 
600 Volts/cm, comme produit de combinaison pour leur administration simultanee, 

20 separee ou etalee dans le temps in vivo a un tissu et, pour la therapie genique reposant 
sur Telectrotransfection in vivo dans les tissus. 

45) Produit de combinaison selon la revendication 44, caracterise en ce que 
r intensite du champ est comprise entre 200 et 600 volts/cm. 

25 

46) Produit de combinaison selon la revendication 44, caracterise en ce que 
1' intensite du champ est d'environ 500 volts/cm. 

47) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 46, 
30 caracterise en ce que la duree totale duplication du champ electrique est superieure a 

10 millisecondes. 
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48) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 47, 
caracterise en ce que l'application au tissu du champ electrique comprend une ou 
plusieurs impulsions de frequence reguli&re. 

5 49) Produit de combinaison selon la revendication 48, caracterise en ce que 

l'application au tissu du champ electrique comprend entre 1 et 100 000 impulsions de 
frequence comprise entre 0,1 et 1000 hertz. 

50) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 47, 
10 caracterise en ce que les impulsions electriques sont delivrees de fagon irreguliere les 

unes par rapport aux autres et en ce que la fonction decrivant l'intensite du champ 
electrique eri fonction du temps d'une impulsion est variable. 

51) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 50, 
15 caracterise en ce que 1'integrale de la fonction decrivant la variation du champ 

electrique a vec le temps est superieiire a 1 kVxmsec/cm. 

52) Produit de combinaison selon la revendication 51, caracterise en ce que 
cette integrate est superieure ou egale a 5 kVxmsec/cm. 

20 

53) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 52, 
caracterise en ce que les impulsions electriques sont choisies parmis les impulsions a 
ondes carrees, les champs electriques generant des ondes a decroissance exponentielle, 
des ondes unipolaires oscillantes de duree limitee, des ondes bipolaires oscillantes de 

25 duree limitee, ou d* autres formes d'ondes. 

54) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 53, 
caracterise en ce que les impulsions electriques comprennent des impulsions a ondes 
carrees. 

30 

55) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 & 54, 
caracterise en ce que les impulsions electriques sont appliquees de fagon externa 
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56) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 54, 
caracterise en ce que les impulsions electriques sont appliquees a Tinterieur du tissu. 

57) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 56, 
5 caracterise en ce que Tacide nucleique est injecte dans le tissu. 

58) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 56, 
caracterise en ce que Tacide nucleique est injecte par voie systemique. 

1° 59) Produit de combinaison selon la revendication 58, caracterise en ce que 

1'acide nucleique est injecte par voie intra-arterielle ou intra- veineuse. 

60) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 56, 
caracterise en ce que Tacide nucleique est administre par voie topique, cutanee, orale, 

15 vaginale, intranasals intramusculaire, sous cutanee ou intra-oculaire. 

61) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 60, 
caracterise en ce que Tacide nucleique est present dans une composition contenant, en 
outre, des excipients pharmaceutiquement - acceptables pour les differents modes 

20 d'administration. 

62) Composition selon la revendication 61, adapte a P administration 
parenterale. 

25 63) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 62, 

caracterise en ce que Tacide nucleique est un acide desoxyribonucleique. 

64) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 62, 
caracterise en ce que Tacide nucleique est un acide ribonucieique. 

30 

65) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 64, 
caracterise en ce que Tacide nucleique est d'origine synthetique ou biosynthetique, ou 
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extrait d'un virus ou d'un organisme procaryote ou eucaryote unicellulaire ou 
pluricellulaire. 

66) Produit de combinaison selon la revendication 65, caracterise en ce que 
5 l'acide nucleique administre est associe a tout ou partie des composants de 
l'organisme d'origine et/ou du systeme de synthase. 

6?) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 66, 
caracterise en ce que l'acide nucleique code pour un ARN ou une proteine d'interet. 

10 

68) Produit de combinaison selon la revendication 67, caracterise en ce que 
TARN est un ARN catalytique ou antisens. 

69) Produit de combinaison selon la revendication 67, caracterise en ce que 
15 l'acide nucleique code pour une proteine choisie parmi les enzymes, les derives 

sanguins, les hormones, les, lymphokines, les facteurs de croissance, les facteurs 
trophiques, les facteurs angiogeniques, les facteurs neurotrophiques, les facteurs de 
croissance osseuse, les, facteurs hematopoietiques, les facteurs de coagulation, les 
antigenes et les proteines .impliquees dans : ,le ipetabolisme des acides amines, des 
20 lipides et des autres constituants essentiels de la cellule. 

70) Produit de combinaison selon la revendication 69, caracterise en ce que 
l'acide nucleique code pour les facteurs angiogeniques VEGF et FGF, les facteurs 
neurotrophiques BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, NT3, NT5 f ia proteine Gax, 

25 Thormone de croissance, une cytokine, I'cc-l-antitrypsine, la calcitonine, la leptine et 
les apolipoproteines. les enzymes de biosynthese des vitamines, des hormones et des 
neuromediateurs. 

71) Produit de combinaison selon la revendication 67, caracterise en ce que 
30 Tacide nucleique code pour un anticorps, un fragment variable d'anticorps simple 

chaine (ScFv) ou tout autre fragment d'anticorps possedant des capacites de 
reconnaissance dans un but d'immunotherapie, ou code pour un recepteur soluble, 
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pour un peptide agoniste ou antagoniste d'un recepteur ou d'une proteine d'adhesion, 
pour tine proteine artif icielle, chimerique ou tronquee. 

72) Produit de combinaison selon la revendications 71, caracterise en ce que 
5 Tacide nucleique code pour un anticorps antiidiotype, un fragment soluble du 

recepteur CD4 ou du recepteur du TNFa ou du recepteur de T acetylcholine. 

73) Produit de combinaison selon Tune des revendications 69 a 72, 
caracterise en ce que Tacide nucleique code pour un precurseur d'une proteine 

10 therapeutique. 

74) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 73, 
caracterise en ce que Tacide nucleique est sous forme d'un plasmide. 

15 75) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 73, 

caracterise en ce que Tacide nucleique contient un gene de grande taille et/ou des 
introns et/ou des elements regulateurs de petite ou de grande taille. 

76) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 73, 
20 caracterise en ce que Tacide nucleique est un ADN episomal ou un chromosome 

artif iciel de levure ou un minichromosome. 

77) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 76, 
caracterise en ce que Tacide nucleique contient des sequences permettant et/ou 

25 favorisant T expression du transgene dans le tissu. 

78) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 77, 
caracterise en ce que Tacide est associe a tout type de vecteurs ou a toute 
combinaison de vecteurs permettant d'ameliorer le transfer! d'acide nucleique tels que 

30 des virus, des agents synthetiques ou biosynthetiques, ou encore des billes propulsees 
ou non. 
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79) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 78, 
caracterise en ce que le tissu est soumis a un traitement visant a ameliorer le transfer! 
de gene, un traitement de nature pharmacologique en application locale ou 
systemique, ou un traitement enzymatique, permeabilisant, chirurgical, mecanique, 

5 thermique ou physique. 

80) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 79, 
caracterise en ce qu'il permet de faire produire par le tissu un agent a des doses 
physiologiques et/ou therapeutiques, soit dans les cellulesdu tissu, soit secrete. 

10 

81) Produit de combinaison seion Tune des revendications 44 a 79, 
caracterise en ce qu'il permet de moduler la quantite de transgene exprime en 
modulant le volume de tissu transfecte. 

15 82) Produit de combinaison selon la revendication 81, caracterise en ce qu'il 

permet de moduler le volume de tissu transfecte par 1'utilisation de. sites multiples 
d* administration. 

83) Produit de combinaison : selbri l'une des revendications 44 a 82, 
20 caracterise en ce qu'il permet de moduler la quantite de transgdne exprimS en 
modulant le nombre, la forme, la surface et la disposition des electrodes, et en variant 
Tintensite de champ, le nombre, la duree, la frequence et la forme des impulsions, ainsi 
que la quantite et le volume d' administration de I'acide nucleique. 

25 84) Produit de combinaison selon l'une des revendications 44 a 83, 

caracterise en ce qu'il permet de controler la localisation des tissus transfectes par le 
volume de tissu soumis aux impulsions electriques locales. 

85) Produit de combinaison selon Tune des revendications 44 a 84, 
30 caracterise en ce qu'il permet un retour a la situation initiate par l'ablation de la zone 
de tissu transf ectee. 
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1 — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

[ | No protest accompanied the payment of additional search fees . 
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HELLER ET AL: "IN VIVO GENE 
ELECTROINJECTION AND EXPRESSION IN RAT 
LIVER" 

FEBS LETTERS, 

vol. 389, 1996, pages 225-228, XP002058383 

cite dans la demande 

voir le document en entler 

NISHI ET AL: "HIGH-EFFICIENCY IN VIVO 

GENE TRANSFER USING INTRAARTERIAL PLASMID 
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ELECTROPORATION" 

CANCER RESEARCH, 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certalnes revendications ne pouvaient pas faire Tobjet d'unerecherctw 
(suite du point 1 de la premiere feullle) 



Conformement a rartide 1 7.2)a), certalnes revendications n'ont pas fait I'objet tfune recherche pourles motifs suivants: 

1. IXJ Les revendications n°* 

se rapportent a un objet a regard duquel ('administration n'est pas tenue da proceder a la recherche, asavoin 

Remarque: B1en que les revendications 1-43 concernent une methode de 

traitement du corps humain/animal , la recherche a ete effectuee 
et basee sur les effets imputes au produit/a la composition. 



2. Les revendications n°* 

se rapportent a des parties de la demande intemationaie qui ne rempiissent pas suffisamment les conditions prescntes pour 
qu'une recherche significative puisse etreeffectuee, en particulier: 



3. Les revendications n os 

sont des revendications ddpendantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
trorsieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unlte del'lnvention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir. 



1 , I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les deiais par te deposant, le present rapport de recherche 
' — ' intemationaie porta sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



Q Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans etfortparticulier 
justifiant une taxe additionneile. radministration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. Comme une parte seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les deiais par le deposant le present 
1 — 1 rapport de recherche intemationaie ne porte que sur les revendications pour lesquelies les taxes ont ete payees, a savoir 
les revendications n 03 



4. I I Aucune taxe additionneile demandee n'a ete payee dans les deiais par le deposant. En consequence, le present rapport 
1 — 1 de recherche intemationaie ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 05 



Remarque quant a la reserve Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan . 

| | te paiement des taxes additionnelles n'etait assort d'aucune reserve. 
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